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Résumé 

Le retard mental (RM) est une maladie incurable qui affecte 2 à 3 % de la 
population. Des mutations dans le gène GDf1, codant pour GDIa, un régulateur des 
GTPases Rab, sont associées à un RM chez l'homme. Un médicament ayant pour 
cible un gène ayant une fonction antagoniste à GDJJ pourrait réduire les symptômes 
de la maladie. Une mutation suppressive est une 2e mutation à un site différent de la 
mutation à l'étude, qui supprime le phénotype de la première mutation. Afin 
d'identifier ces suppresseurs génétiques, nous utilisons une approche couplant la 
génomique intégrative et la génétique chez un animal modèle, le nématode 
Caenorhabditis elegans. La réduction de l'expression de gdi-l par traitement des 
nématodes à l'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 l'endocytose des particules yolk (Y? l70-GFP) 
par les oocytes. Nous montrons que gdi-l joue un rôle important dans le contrôle 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-l afin 
d'estimer la performance de ce prédicteur. Cette étude nous a permis d'identifier des 
partenaires fonctionnels de gdi-l dont les fonctions neurologiques ont déjà été 
reconnues chez l'homme et de prouver le grand potentiel prédictif de notre outil 
bioinformatique. Parmi les partenaires fonctionnels identifiés pour gdi-l, il y a dyb-l 
(dystrobrevin) qui est l'OIihologue le plus près de dystrobrévine chez l'homme, une 
protéine associée à certaines formes de RM et une dystrophie musculaire. De plus, 
gdi-l (ARNi) diminue le phénotype de dystrophie musculaire associé à dyb-l. 
Plusieurs gènes qui interagissent avec gdi-l, interagissent aussi avec des protéines 
motrices, dont la myosine qui contrôle la contraction de la machinerie actine
myosine. Ces résultats sont en accord avec le rôle montré pour gdi-l dans le contrôle 
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-l chez le nématode C. elegans qui pourrait s'avérer être des cibles 
thérapeutiques prometteuses contre certaines formes de RM. De plus, cette approche 
nous a permis d'identifier une famille d'agents actifs pouvant être testée comme 
agents thérapeutiques contre les déficits neurologiques associés à la délétion 
fonctionnelle de GDf-l chez la souris. 

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



Introduction 

Les protéines Rabs 

Les protéines Rahs et leurs régulateurs 

L'énorme flux de trafic des membranes à l'intérieur d'une cellule nécessite un 

contrôle 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 rôles impol1ants dans le 

contrôle du trafic membranaire autant dans les voies de signalisation d'endocytose 

que celles de l'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 manière 

positive en favorisant l'échange du GDP en GTP. À l'opposé, les GAPs augmentent 

l'activité GTPase intrinsèque des Rabs donc le passage de la forme GTP active vers 

la forme GDP inactive (Pfeffer and Aivazian 2004). Enfin, les GOIs 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 ultérieure (Sasaki, 

Kikuchi et al. 1990) (Figure1,1). 

Le transport vésiculaire 

Le transport vésiculaire peut être divisé en deux groupes, celui impliqué dans 

l'internalisation des membranes (endocytose) et celui impliqué dans la sécrétion de 

ces membranes (sécrétion /exocytose). Dans le premier cas, le trajet de la vésicule 

commence à la membrane plasmique et finit généralement au lysosome, alors que 

dans le deuxième cas, le trajet va du réticulum endoplasmique vers la membrane 
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plasmique. Les deux vOies communiquent entre elles via des vésicules 

intermédiaires (Seabra, Mules et al. 2002). 

Rab GOA .. 

_I! Rab 
G <If-R_a_bG_E_F GDP <J-

7GO---C> RabGGT 

Effector t 
Rab 

GDP 

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 GD!. REP et GDI peuvent lier la forme GDP inactive de la Rab. Une 
fois que REP ou GDI libère une Rab à la membrane donneuse, la Rab peut être activé en 
GTP par un des facteurs d'échange de guanine (RabGEFs), ce qui permet notamment la 
fusion de la vésicule à la membrane plasmique. Les Rabs sont désactivés par les protéines 
activatrices des GTPases (RabGAPs). Les RabGEFs et RabGAPs accélèrent le faible taux 
intrinsèque 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 à 
la membrane accepteuse pour la fusion. Tiré de (Corbeel and Freson 2008). 
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Les Rabs sont solubles et subissent une modification post-traductionnelle de 

composés isoprénoïdes qui leur permet de s'associer aux membranes des organelles 

et des vésicules intracellulaires (Pereira-Leal, Hume et al. 2001). Les Rabs qui 

possèdent cette addition de lipide sont dirigées 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 contrôler les différentes étapes du 

transport vésiculaire, incluant la sélection du cargo, la formation de la vésicule à 

partir de la membrane donneur, l'association de la vésicule à la membrane du 

compartiment accepteur et la fusion (Zerial and McBride 2001). Une fois les Rabs 

inactivées, les effecteurs se dissocient et c'est à ce moment que les Rabs peuvent 

être retirées de la membrane par les RabGDls et être de nouveau recyclées vers un 

compartiment donneur (Alory and Ba1ch 2001). La Figure 1.2 présente un exemple 

de transport vésiculaire typique. 

(1) Cargo sorting and vCSJc!o formationA.••A. 
Lumen -~ Donar membrane 

-----~\\ • ..t:.;r-----------
Cytoplasm ~~ Ç\

c.--:· ]
~.-/ 

(2) Ves'cle movemel11 

l 
MT 

AClin 
(3) Ves-ele lelhenn. /:
 

14) Veslcle lu Ion dock,n ('••. , ~
 

___-----'(1'\. )).. /_ 
Accepter me'l1urane 

Figure 1.2 Étapes principales du transport vésiculaire. Premièrement, les molécules 
cargos sont concentrées près du compartiment donneur et son enfermées dans une 
vésicule en bourgeonnement qui sc détache de la membrane de l'organelle donneur 
(Rab 1, Rab2, Rab5 et Rab9). Deuxièmement, les vésicules se déplacent dans le 
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cytoplasme via le cytosquelette (sec4, Rab5, Rab6 et Rab27). Troisièmement, les 
vésicules s'associent à la membrane de l'organelle accepteuse (Yptl, Ypt7, Sec4, 
Rab 1 et Rab5). Enfin, Il ya fusion de la vésicule à la membrane accepteuse, libérant 
les molécules cargos dans la lumière de l'organelle cible ou dans l'espace 
extracellulaire. Tiré de (Seabra, Mules et al. 2002). 

Les Rabs dans les neurones 

Les protéines Rabs jouent des rôles particuliers dans les neurones. Elles participent 

au développement du système nerveux central (Rab23), à la croissance polarisée des 

neurites (Rab8 et Il), à l'endocytose et au transport rétrograde axonal (Rab5 et 7), à 

l'exocytose des vésicules synaptiques (Rab3) et au contrôle du trafic des récepteurs 

au glutamate AMPA aux membranes post-synaptiques (Rab8). Revue par (Ng and 

Tang 2008) (Figure 1.3). 

Figure 1.3 Schéma représentant quelques fonctions et localisations des Rabs dans 
divers processus neuronaux. Tiré de (Ng and Tang 2008) 
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Le rôle des protéines motrices dans le transport et dans la morphologie des 
neurones 

Les protéines motrices jouent aussi un rôle 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 rôle 

des Rabs dans l'endocytose et dans la fusion des vésicules était relativement bien 

connu, mais le rôle des Rabs dans le transport des vésicules fut obscur jusqu'à 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 réseau de microtubules, à l'aide des protéines motrices kinésines 

et dynéines (Figure lA). Plus de 14 kinésines (KIFs) jouent un rôle 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 très présent au niveau du cortex cellulaire 

(Figure 1.6). Ils transportent les cargos à des sites très spécifiques (Georges, 

Hadzimichalis et al. 2008). Les classes de myosines l, II, V, VI et IX sont présentes 

dans les neurones (Bridgman 2004). La myosine lIB joue un rôle dans la régulation 

motrice de la dynamique dans le cône axonal en croissance et en rétraction. La 

morphologie change lorsque la myosine lIB permet aux fibres de F-actines de sortir 

du filopode et que les dynéines permettent aux MTs d'entrer dans le filopode 
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(Myers, Tint et al. 2006). Les microtubules sont polymérisés dans le centre 

d'organisation des microtubules situé près du noyau et sont ultimement transportés 

dans la dendrite en formation via les protéines motrices (Kirschner and Mitchison 

1986; McAllister 2000). 

(a) 

~ 
(e) 

.
'-

Kay 

• Dyne1n Kioesm·l ~: I(lnesrn l''~B 
1\\1'0• • (K"C21 ~.. , --.........~JI
 , 1 Cyr ·1 ~t spCtltin 

O"yf'lBIn--d)'nactin la~K.lnei"'~ rCOf'lOO81 SytUa:~ compfEo)C: ... IKIFl61l1 

Figure lA Transport vésiculaire sur microtubules et voies de signalisations de trafic 
intracellulaire. Tiré de (Caviston and Holzbaur 2006). 
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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 XVlVO de John 
Libler, de l'Université de Harvard. 

Centrosome

1_ -------------,.~--JI 

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). 
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Les Rabs et les protéines motrices, la livraison d'un récepteur en guise 
d'exemple 

La livraison du récepteur à glucose (GLUT4) vers la membrane, contrôlée par 

l'insuline, illustre un bon exemple de l'interaction entre les Rabs et les protéines 

motrices (Jordens, Marsman et al. 2005). Cette translocation du récepteur GLUT4 

est due à la fois à la diminution de l'endocytose et une augmentation de l'exocytose 

(Pessin, Thurmond et al. 1999). L'association de KIF3B avec Rab4 favorise 

l'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, l'insuline 

augmente aussi la liaison de KIF3B avec les MTs encore via l'activité de PI3K et 

PKCy. Étant 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 l'endocytose, l'insuline diminue le transport de Rab5 et 

GLUT4 sur les MTs via la dynéine encore grâce à PI3K et PKCy (Huang, Imamura 

et al. 2001; Vaughan, Miura et al. 2002). Donc la stimulation par l'insuline fournit 

une livraison efficace de GLUT4 à la membrane plasmique. 

RabGDls 

aGDIl et le retard mental 

Deux types de mutations dans le gène GD!! (Figure 1,1) qui code pour la forme 

aGOI ont été identifiés chez deux familles atteintes de (RM). La première mutation 

est une substitution de la leucine 92 affectant la liaison avec les Rabs et la deuxième 

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 GD!1 

engendrent plutôt un retard mental non spécifique, sans autre phénotype que celui du 

handicap mental (D'Adamo, Menegon et al. 1998). Les GOIs sont extrêmement bien 

conservés. n y a deux gènes codant pour alfa et beta GDI. La forme alfa est la plus 

abondante dans le cerveau (Bachner, Sedlacek et al. 1995). Certaines Rabs 
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s'associent préférentiellement avec soit aGDI ou ~GDI même si cette forme n'est 

pas la plus abondante dans la cellule. Les complexes a et ~ GDIJRab ont 

probablement des rôles distincts dans l'attachement ou le recyclage des vésicules 

(Erdman and Maltese 2001). 

Environ 300 gènes sont reliés au RM, maladie qui affecte 2 à 3 % de la population 

(Inlow and Restifo 2004). On peut séparer les gènes 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 à l'organisation 

et la plasticité synaptique (Vaillend, Poirier et al. 2008). Il est difficile de classer 

GDIl dans un des 2 groupes étant 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 gènes RM qui sont ou seraient impliqués dans des étapes clés du cycle 
vésiculaire. Tiré de (Humeau, Gambino et al. 2009). 

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

Les connexions synaptiques des neurones sont continuellement remodelées en 

réponse à l'activité neuronale. Cette plasticité synaptique est très importante dans les 

fonctions cognitives comme la mémoire et l'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 l'humain, Rab5 régule l'endocytose d'AMPAR dans la synapse 

d'une façon clathrinc dépendante et aGDI régule Rab5 dans cette endocytose 

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

Gdil, l'homologue de GDIl chez la souris 

L'homologue de GDl1 chez la souris, GdiJ, est exprimé tôt dans le développement 

et est surexprimé aux stades précoces de différenciation du cerveau, suggérant un 

rôle 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). GdiJ est important pour les mécanismes impliqués 

dans la formation de la mémoire à court terme dans l'hippocampe. Ces mutants 

montrent aussi des altérations au niveau des comportements sociaux (D'Adamo, 

Welzl et al. 2002), altérations habituellement reliées à l'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 à la fusion des 

vésicules synaptiques et la sécrétion des neurotransmetteurs (Schluter, Khvotchev et 

al. 2002). Il a été suggéré que Rab3a soit régulée par aGDI. L'analyse 

électrophysiologique chez la souris mutante pour GdiJ démontre des altérations dans 

la plasticité synaptique à court terme (Ishizaki, Miyoshi et al. 2000). Ces paramètres 

électrophysiologiques sont différents de ceux de la souris Knock out Rab3a (Lonart, 

Janz et al. 1998) et sont en contradiction avec l'hypothèse 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 plutôt d'autres Rabs, notamment Rab4 et Rab5 qui sont impliquées dans 

l'endocytose. Chez la souris GdiJ, ces Rabs sont alors accumulées à 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 biogenèse et le recyclage des 

vésicules synaptiques dans l'hippocampe. L'altération de la quantité de vésicules 

synaptiques de réserve pourrait être causée par un système endosomal défectueux et 

pounait causer les altérations de la plasticité à court terme observées. D'ailleurs, les 

déficits de mémoire à 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 GDIl chez ['humain 

Une étude neuropsychologique et d'imagerie a été réalisée sur 5 patients provenant 

de 2 familles dont le gène GDIJ est muté. Tous les patients avaient un RM léger (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 

GDIJ suggéraient une dysfonction au niveau de l'hippocampe (Ishizaki, Miyoshi et 

al. 2000; D'Adamo, Welzl et al. 2002). D'ailleurs, les modèles théoriques actuels 

d'apprentissage par associations suggèrent une étroite interaction entre le cervelet et 

l'hippocampe. De plus, GDIJ est un gène ubiquitaire et le manque d'aGDI cause 

probablement des défectuosités dans différentes régions du cerveau plutôt qu'à un 

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

Caenorhabditis elegans. le modèle animal 

Au début des années 60, Sydney Brenner propose C. elegans comme modèle animal 

pour étudier le développement animal et le système nerveux. Le cycle de vie de 

l'animal est très court et sa simplicité permet la manipulation d'une grande quantité 

d'animaux et il est approprié pour l'analyse génétique. Il s'agit d'un nématode de sol 
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d'environ 1 mm de long et la transparence de l'animal permet la visualisation facile, 

l'emegistrement de processus cellulaire ainsi que l'observation in vivo de marqueurs 

fluorescents (Artal-Sanz, de Jong et al. 2006). Il Y a néanmoins un haut taux de 

différentiation chez cet animal; des cellules musculaires, un hypoderme, un système 

nerveux, des intestins, des gonades, des glandes et un système excréteur. De plus, 

tout le réseau des 302 neurones a été cartographié (Riddle, Blumenthal et al. 1997). 

Son génome est complètement séquencé, avec 60-80% d'équivalence chez l'humain 

(Harris, Chen et al. 2004). C. elegans est le seul organisme multicellulaire qui peut 

être congelé dans l'azote liquide indéfiniment, ce qui permet l'obtention d'une 

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

C. elegans est utilisé pour étudier un certain nombre de maladies humaines affectant 

des processus biologiques conservés entre 1'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: 

l'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 grâce à C. 

elegans ne fait que commencer, notons un sensibilisant à l'insuline pour le 

traitement du diabète de type 2 et un modulateur de canaux ionique voltage 

dépendant(Artal-Sanz, de Jong et al. 2006). 

C. elegans et la génétique 

Avant que le génome de C. elegans soit complètement séquencé, 30 ans d'études en 

génétique classique avaient pennis d'identifier et de caractériser à peine 4% des 

gènes de C. elegans. Grâce aux séquences du génome du nématode, il est possible 

d'étudier les fonctions des gènes à l'échelle du génome grâce à l'utilisation des ARN 

interférents (ARNi) et des banques de mutants (Rual, Ceron et al. 2004). Cette 

méthode consiste à identifier les fonctions des gènes en étudiant les phénotypes 
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causés par la diminution du niveau d'expression d'un gène 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 à elle seule près de 80% des quelques 20 000 gènes de C. elegans. 

Ils ont identifié des phénotypes pour 1722 de ces gènes (Kamath, Fraser et al. 2003). 

Ce type d'étude représente un pas important vers la caractérisation phénotypique de 

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

L 'ARNi chez C. elegans 

L'ARNi permet d'étudier la fonction des gènes. 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, l'expression du gène correspondant est 

diminuée. Ce mode d'interférence fonctionne au-delà des barrières 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 déjà montré une efficacité légèrement moindre que par injection. 

Néanmoins, la méthode par alimentation est très utilisée, car il est très facile 

d'effectuer le traitement sur beaucoup d'animaux et/ou pour beaucoup de gènes, 

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 gène d'intérêt dans un plasmide entre deux promoteurs T7 orientés de 

façon inverse. (figure 1.8) On transforme ensuite le plasmide dans une souche de 

bactérie qui contient une T7 polymérase inductible à l'IPTG et déficiente en RNAse 

1II ciblant les 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 l' ARN double brin est absorbé par l'intestin et 

distribué dans les tissues somatiques et les cellules germinales (Timmons and Fire 

1998). 

15 



T7 promoter// PCR T7 promoter
 
product
 

L4440 
double-T7 

vector 

HT115(DE3) 

Figure 1.8 Construction du plasmide ARNi pL4440 dans les bactéries HT115 (DE3). 
Tiré de (Kamath, Martinez-Campos et al. 2001). 

Étude de la fonction des gènes par les mutations et 
interactions génétiques 

La mutation est un outil très utile pour étudier l'expression, la fonction et 

2el'interaction génétique. Une mutation suppressive est une mutation à un site 

différent de la mutation à l'étude, qui supprime le phénotype de la première 

mutation. Alors qu'une mutation aggravante ou synergique a pour effet d'augmenter 

le phénotype de la première mutation (Hodgkin 2005). Dans ce dernier cas, le 

phénotype du double mutant doit être supérieur à la somme dcs phénotypes des 

simples mutants. Dans le cas où le phénotype du double mutant serait égal à la 

somme des simples mutants, l'interaction est dite additive et ne permet pas 

d'identifier de lien fonctionnel entre les deux gènes d'intérêt. 11 est possible 

d'étudier les positions des gènes 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 épistatique 

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 à la fois des gènes associés aux phénotypes Vul et 

Muv permet d'identifier l'ordre des cascades de signalisation. Si les mutations nulles 

des gènes 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 gènes impliqués dans la signalisation EGF et de disséquer les 

voies de signalisation contrôlant la différentiation des cellules de la vulve (Hodgkin 

2005). 

Identification de cibles thérapeutiques via notre prédicteur 
d'interactions génétiques 

Beaucoup de mécanismes biologiques requièrent un état d'homéostasie de 

signalisation maintenu par l'intégration appropriée de voies de signalisation 

antagonistes et synergiques, et ce, possiblement même entre différentes cellules 

(Schubert and Dotti 2007). D'ailleurs, les symptômes de plusieurs maladies 

résultent de mutations génétiques qui affectent cette homéostasie. Les relations entre 

les voies de signalisation suggèrent des pistes dans lesquelles l'homéostasie peut être 

restaurée et par le fait même les symptômes diminués. Plus spécifiquement, la 

perturbation dans une voie de signalisation causée par une mutation perte de 

fonction pourrait être compensée par une perturbation dans une voie de signalisation 

antagoniste. Une cible thérapeutique est le produit d'un gène, qui lorsqu'inactivé, 

diminue le(s) symptôme(s) d'une maladie (fig. 1.9). Cependant, identifier les gènes 

antagonistes à un gène impliqué dans différentes voies de signalisation est un défi 

qui ne peut être réalisé facilement grâce à une approche classique de dissection de 

voies de signalisation. Notre approche à ce défi consiste à identifier des interactions 

génétiques dans un organisme multicellulaire. Une interaction génétique entre deux 

gènes existe lorsque le phénotype résultant d'une perturbation dans un gène (p. ex. 

une mutation, un traitement ARNi, un agent pharmacologique) est dépendant d'une 
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perturbation dans un autre gène. Cependant, le nombre élevé de gène chez C. 

elegans (~ 20 000 gènes) 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 gènes chez C. elegans pour identifier des interactions 

génétiques. 

Interactions : 

AGGRAVANTE TAMPONNANTE 

GÈNES 

PHÉNOTYPE 

Identifier des	 cibles thérapeutiques: 

oC) 
~ 
D 

WILD-TYPE	 PHÉNOTYPE DE LA PHÉNOTYPE ATTÉNUÉ
 
MALADIE
 

Figure 1.9 Notre stratégie pour identifier des cibles thérapeutiques. Une interaction 
aggravante a lieu lorsque l'intensité du phénotype résultant de la double altération 
génétique est plus élevée que l'addition de l'intensité de chacune des altérations 
génétiques. Alors qu'une interaction tamponnante survient lorsqu'une deuxième 
mutation diminue l'intensité du phénotype résultant de la première mutation. En 
ciblant le produit d'un gène antagoniste à un gène associé à une maladie, nous 
voulons diminuer les symptômes 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 système (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 gènes 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 gènes. Par exemple, une interaction physique entre deux protéines 

suggère une interaction génétique entre les gènes codants. Cependant, deux protéines 

qui n'interagissent pas physiquement peuvent quant même avoir des partenaires qui 

eux interagissent physiquement. Deux protéines qui auraient un grand nombre de 

partenaires en commun suggèrent que ces deux protéines seraient liées 

fonctionnellement et suggère donc une interaction génétique entre les gènes codant 

pour ces protéines. Pour chaque gène on défini aussi un voisinage fonctionnel qui 

consiste à la coexpression de gène. (Voir l'article au chapitre III pour plus de 

détails.) 

Objectif du travail de maîtrise 

L'objectif du projet est d'identifier des suppresseurs génétiques de gdi-J afin 

d'identifier des cibles thérapeutiques pour les pathologies neurologiques associées 

aux mutations dans ce gène, qui pourraient être testées chez la souris. 

Des études récentes démontrent d'ailleurs que les capacités cognitives peuvent être 

modulées par traitement chimique (McBride, Choi et al. 2005; Fernandez, 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 

l'expression de gdi-J via l'ARNi chez C. elegans. Cela nous a permis de valider les 

interactions prédites pour gdi-J par notre modèle bioinformatique. Finalement, nous 

avons identifié une famille d'agents actifs pouvant être testée comme agents 

thérapeutiques dans les modèles souris Kü pour Gdi-J. 
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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 allèles suivantes nous ont été fournies par le centre de 

génétique Caenorhabditis (CGC) qui est subventionné par NIB National Center for 

Research Resources (NCRR): mel-Il (sb56) et la souche transgénique contenant la 

construction blsl [vit-2 ::GFP + rol-6(sul006]. (Une liste plus exhaustive d'allèles 

est énumérée dans l'article au chapitre Ill) 

Traitement ARNi 

La construction pL4440-dest-gdi-1 utilisée pour soumettre les animaux à l'ARNi 

contre gdi-l, est une gracieuseté de Dr Marc Vidal, de l'institut de Cancer Dana

Farber. La construction pL4440-dest-egfjJ a été générée telle que décrit 

précédemment (Caruso, Jenna et al. 2008). L'ARNi egfp a été utilisé comme 

contrôle dans toutes les expériences, sauf lorsque précisé. Ces constructions ont été 

transformées dans la souche de bactérie HTI15 (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 l'endocytose des lipoprotéines yolk 

L'observation a été effectuée sur des animaux adultes depuis 1 jour, traités à l'ARNi 

contre gdi-l. Étant donné que nous observons des protéines GFP nous n'avons pas 

utilisé l'ARNi egfjJ comme contrôle mais plutôt les bactéries HTI15 (DE3) utilisé 

pour produire les bactéries ARNi. Les images fluorescentes ont été capturées par la 

caméra Leica DFC350FX R1 et les logiciels de la série AF6000 de Leica. 
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Marquage au BrdU 

Des bactéries Escherichia coli ont été marqué au BrdU telle que décrit 

précédemment (Crittenden, Leonhard et al. 2006). Les animaux adultes depuis 2 

jours traités à l' ARN i ont été nourrit avec les bactéries marquées au BrdU pendant 

30 minutes. Les gonades de ces animaux ont été disséquées dans la solution tampon 

M9. Les gonades ont ensuite subit un traitement HCl pendant 1h, puis au PBS pour 

15 minutes et blocage avec du sérum de lapin 10% pour 30 minutes. Suivi d'une 

incubation avec l'anticorps primaire anti-BrdU (1: 1000 mAB G3G4; 

Developmental Studies Hybridoma Bank) pendant la nuit, à 4°C, et d'une incubation 

avec l'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 été 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 à l'ARNi 

gdi-l ou egfp. Les images proviennent de la microscopie DIC (Differentiai 

interference contrast). Les images ont été 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-1 (ARNi)
 

Étant donné que chez les mammifères il y a deux gènes GD/l, codant pour a et 

~GDI, il est probable que ~GDI peut compenser le manque d'aGDI. Alors que chez 

C. elegans il n'y a qu'un gène pour Rabgdi, soit gdi-l. Ce gène est un proche 

homologue de GD/l (valeur BLAST : 2.10E-158). La souris Gdi-l 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

1 (ARNi) provoque une forte stérilité. En effet, nous pouvons voir à la figure 3 de 

l'article au chapitre III que l'ARNi contre gdi-l provoque les phénotypes de stérilité 

(Ste), d'anomalie au niveau de la gonadogenèse (Gon), des oocytes endomitotiques 

(Emo) et un défaut de contraction de la gonade lors de l'ovulation. Nous pouvons 

aussi y voir que les phénotypes Ste, Gon et Emo sont grandement diminués dans la 

souche rrf1(pkl 417) présentant une résistance des cellules somatique (mais non 

germinales) à l'ARNi, alors que l'expressivité de ces phénotypes n'est pas 

significativement altérée dans les mutants ppw-l (pk2505) présentant une résistance à 

l'ARNi dans les cellules germinales. Ceci suggère que la fertilité des nématodes 

nécessite la fonction de gdi-l 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 système reproducteur de gdi-l (ARNi). 

Voici d'abord un aperçu du système reproducteur hermaphrodite de C. elegans 

(Figure 2.1). 

23 



melotle germline dte n 
mitotle germïil~int':== -à.__~F--

spermatheea 

Figure 2.1 Système reproducteur de l'hermaphrodite C. elegans. Les cellules 
myoépithéliales de la gaine de la gonade sont numérotées. La partie distale 
correspond aux OTCs (distal tips cells) et la partie proximale représente l'utérus. 
Les cellules germinales (<< germline ») prolifèrent et se développent en oocytes. 
Après l'ovulation, les oocytes continuent leur parcours dans l'utérus en tant 
qu'embryons, qui deviennent ensuite des œufs. Tiré de (Hubbard and Greenstein 
2000). 

La gonadogenèse chez C. elegans. phénotypes Gon et Tum 

À la naissance, la gonade des larves contient 4 cellules: Z2 et Z3 sont les 

précurseurs des cellules germinales, alors que Z 1 et Z4 sont les précurseurs de la 

partie somatique de la gonade, c'est à dire les OTCs, la gaine, la spermathèque et 

l'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 où ultimement les embryons sont pondus (Figure 2.1). Les OTCs 

provoquent la mitose (et/ou inhibe la méiose) des cellules germinales distales via le 

récepteur GLP-I (récepteur de la famille Notch). Les cellules germinales proximales 

entrent en prophase de la méiose (Hubbard and Greenstein 2000). L'activation 

constitutive de GLP-I chez le mutant glp-1 (ozl12) crée le phénotype Tum, où 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 (LI à 
L4). Z2 et Z3 sont les précurseurs des cellules germinales, alors que Zl et Z4 sont 
les précurseurs de la partie somatique de la gonade, c'est à dire les DTCs (distal tips 
cells), la gaine, la spermathèque et l'utérus. Tiré de (Hubbard and Greenstein 2000). 

Dans chaque bras de la gonade, il ya 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 à 5 de la gaine contiennent des filaments fins et épais qui contractent 

pour provoquer ('ovulation (McCarter, Bartlett et al. 1997). La cellule 5 s'attache 

directement à la spermathèque (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 transition. Elles sont arrêtées en prophase 1 de la méiose au stade 
pachytène et complèteront la maturation méiotique seulement dans la partie 
proximale. (B) Phénotype Tum chez le mutant gain de fonction glp-l. II y a 
davantage de cellules en mitose (flèches) 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 OTCs ont été réalisées chez C. 

elegans afin de mieux comprendre les différents phénomènes qui permettent 

l'organogénèse 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 Fonne de la gonade du type sauvage (A) et de certains mutants (B à F), 
qui ont une altération de migration. Tiré de (Su, Merz et al. 2000). 

Le phénotype Gon correspond à une anomalie dans la morphologie des gonades. 

GON-l 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-S et UNC-40 jouent un rôle 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 contrôle de la prolifération des 

cellules germinales dans la partie distale de la gonade et leur passage en méiose est 

contrôlé par le récepteur glp-l qui fait partie de la famille des récepteurs NûTCH et 

dont la fonctionnalité dépend de divers processus de trafic membranaire (Kopan and 

Ilagan 2009). Afin d'identifier l'effet de gdi-l (ARNi), 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 à une coloration à l'anticorps 

anti-BrdU (Crittenden, Leonhard et al. 2006). La Figure 2.5 montre qu'il n'y a pas 

patticulièrement de différence entre la coloration au BrdU des animaux sauvage et 

les animaux gdi-l (ARNi) car dans les deux cas il a des cellules en mitose seulement 

dans la partie très distale de la gonade, ce qui est normal. Donc ces résultats 

montrent que l'altération de gdi-l n'a pas d'effet sur la prolifération des cellules 

germinales. 

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

Une fois que les cellules germinales ont commencé la méiose, la voie de 

signalisation RAS/MAP kinase doit être activée pour sortir du stade pachytène de la 

méiose 1. (Figure 2.3 A) Cette voie pourrait être activée par les OTCs et les cellules 

de la gaine de la gonade. Les oocytes grossissent pendant qu'ils sont maintenus en 

stade diakinèse (McCarter, Bartlett et al. 1997). Lors de la maturation méiotique, 

l'enveloppe du noyau de l'oocyte proximale se défait et il y a une réorganisation 

importante de la composition de la membrane plasmique de l'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 spermathèque afin d 'y être ferti lisées, il doit y avoir contraction des 

cellules de la gaine de la gonade et une dilatation de la spermathèque. Ce processus 

est appelé ovulation (McCarter, Bartlett et al. 1997). La maturation méiotique doit 

être coordonnée avec l'ovulation. Pour atteindre cette coordination, des signaux 

intercellulaires contrôlent la maturation méiotique (Miller, Ruest ct al. 2003). Par 

exemple, le spermatozoïde utilise la protéine MSP (major sperm protein) en tant 

qu 'hormone pour provoquer à distance la maturation méiotique et la contraction de 

la gaine de la gonade (McCarter, Bartlett et al. 1999). Après l'ovulation, les oocytes 

continuent leur parcours dans l'utérus en tant qu'embryons, qui deviennent ensuite 

des œufs. Les mutations qui engendrent des problèmes 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 cytokinèse, l'oocyte 

devient alors grandement polyploïde (Iwasaki, McCarter et al. 1996) (Ono and Ono 

2004). 
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gdi-1 et la régulation d'un membre de la famille des 
récepteurs LOLs 

Au niveau germinal, l'endocytose du yolk (lipoprotéine essentielle au 

développement de l'embryon) joue un rôle dans la maturation de l'oocyte. Cette 

endocytose se fait d'une façon clathrine dépendante via le récepteur RME-2 

(receptor-mediate endocytosis) et est régulée par RAB-S. RME-2 est un récepteur de 

la famille des «Iow-density lipoprotein» (LDL) (Grant and Hirsh 1999). Nous 

avons observé l'endocytose du yolk chez gdi-l (ARNi) car, ainsi que décrit plus 

haut, l'endocytose du yolk dans l'oocyte joue un rôle important dans la maturation 

des oocytes et nous voulions savoir si une diminution d'endocytose du yolk pourrait 

être à l'origine du phénotype Erno. L'apport en yolk dans l'oocyte est observable 

grâce au transgénique YP 170-GFP. Le mutant RME-2 montre une défectuosité 

d'endocytose du yolk ainsi que le phénotype Emo (Grant and Hirsh 1999). Les 

phénotypes observés pour rab-5 (ARNi) sont une accumulation de YPI70-GFP dans 

l'espace pseudocoelomique et intercellulaire ainsi qu'une diminution de 

l'accumulation de YPI70-GFP dans les oocytes et les embryons (Grant and Hirsh 

1999). Nous montrons ici que gdi-l (ARNi) provoque aussi une accumulation de 

YPI70-GFP dans l'espace pseudocoelomique et intercellulaire due a une diminution 

de son internalisation dans les oocytes (Figure 2.6). Les mutants rme-2 (bl005, 

bl008, bl026) ne sont pas complètement stérile, avec une production embryonnaire 

moyenne de 78 comparée à environ 300 pour le type sauvage (Grant and Hirsh 

1999). Alors que gdi-l(ARNi) montre une stérilité plus élevée que rme-2 (voir la 

figure 3 de l'article au chapitre Ill), ce qui montre que la stérilité due au RNAi 

contre gdi-l n'est pas exclusivement lié a un défaut d'endocytose du yolk. 
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Figure 2.6 gdi-l (ARNi) provoque une accumulation de YPI70-GFP dans l'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-l (ARNi) (B). (A) Le plus développé des oocytes (flèche pleine) du 
sauvage est rempli de vésicules contenant du YP 170-GFP, tandis que les deux 
oocytes moins développés en contiennent moins (flèches). (B) chez gdi-l (ARNi), il 
Y a une accumulation de YPI70-GFP dans l'espace pscudocoelomique et 
intercellulaire (flèches) (n>30). 
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gdi-1 (ARNO provoque un défaut de morphologie des 
oocytes matures 

La microscopie DIC nous a permis d'observer des anomalies dans la morphologie 

des oocytes chez gdi-J (ARNi). Lors de la maturation méiotique, l'oocyte subi un 

réarrangement cortical impliquant le cytosquelette. Ce réarrangement transforme 

l'oocyte d'une forme angulaire à une forme ovoïde, et ce, 3 minutes avant 

l'ovulation (McCarter, Bartlett et al. 1997). Nous avons observé qu'il y avait 

davantage d'oocytes en forme ovoïde chez gdi-J (ARNi) que normalement, une 

altération de leur taille ainsi qu'une désorganisation des oocytes matures (ovoïdes) 

au niveau de la gonade proximale. (Figure 2.7) Ce résultat nous porte à croire que 

gdi-J aurait un rôle à 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 

ovoïdes soit causé par un défaut au niveau de la sécrétion de récepteur yolk à la 

membrane plasmique. Rappelons d'abord que les mutants pour le récepteur yolk 

(RME-2) ainsi que l'ARNi contre rah-5 sont défectueux au niveau de l'endocytose 

du yolk (Grant and Hirsb 1999). Cependant, lorsque ces auteurs ont fait un 

traitement d' ARN i contre les gènes impliqués dans la sécrétion, il y avait non 

seulement une accumulation de YPI70-GFP à J'extérieur des oocytes, mais il y avait 

aussi le phénotype Emo et une accumulation d'oocytes en formes ovoïdes (Grant 

and Hirsh 1999). Étant donné que gdi-J (ARNi) montre aussi ces trois phénotypes, il 

est probable que gdi- J soit important pour la sécrétion de protéines à la surface de la 

membrane plasmique, tel que le récepteur yolk. Par contre, cela ne veut pas dire que 

le défaut d'accumulation de YP170-GFP dans l'oocyte par gdi-J (ARNi) soit 

uniquement causé par un défaut de sécrétion et non par un défaut d'endocytose. Car 

pour les gènes impliqués dans l'endocytose ainsi que dans la sécrétion, comme c'est 

le cas pour gdi-J, les défauts de sécrétion masqueraient les défauts d'endocytose 

(Grant and Hirsh 1999). Reste maintenant à déterminer si la forme ovoïde des 
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oocytes chez gdi-l (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-l ne contrôlerait pas la 

prolifération des cellules germinales, puisque la zone mitotique des gonades des 

animaux gdi-l (ARNi) est de taille normale. Par contre, gdi-l jouerait un rôle 

important dans les mécanismes de maturation des oocytes, impliquant une 

modification importante de la morphologie de ces derniers et le contrôle de 

l'endocytose des particules yolk. 
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Figure 2.7 Anomalie de morphologie des oocytes chez gdi-l (ARNi). Microscopie 
ore du système reproducteur du type sauvage N2 (ARNi egfp) (a) et de gdi-l 
(ARNi) (b). Il y a davantage d'oocytes en forme ovoïde (flèches) chez gdi-l (ARNi) 
(b) que normalement dans la souche sauvage (a). Les flèches pleines représentent la 
forme angulaire (N)7). 
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CHAPITRE III 

Article scientifique: 

Searching for Signaling Balance through the Identification of 
Genetic Interactors of the Rab Guanine-nucleotide Dissociation 
Inhibitor gdi-l 

L'article a été publié par la revue Plos One le 14 mai 2010 

www.plosone.org 
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Il Y a deux grandes parties à l'article. D'une part, il y a la partie bioinformatiquc 

faite par AlU1a Lee, étudiante au doctorat sous une co-direction constituée de Sarah 

JelU1a (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'AlU1a 

Lee alors que les figures 3 à 6 ont été faites selon les résultats de Richard Perreault. 
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Perreault. 
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majorité par Richard Perreault, aidé à l'occasion de Sarah Jenna. 

•	 Les figures 3 et 6a ont été faites par Richard Perreault, la figure 4 par Richard 
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•	 L'interprétation des résultats s'est fait par Richard Perreault, aidé de Sarah 
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1ntroduction	 exists when the phenotypic e(feet of a perturbation (e.g. mutation, 
Rt"\lAi treatment, drug targeting) in one gene is dependel1t upon a 

Many biological mechanisms depend on a state of signaling perturbation in the other gene. Thus, disease symptoms caused by 

homeostasis maintained by the appropria te integration of the mutations in a given gene mal' be eompensated by perturbing 
synergistic and antagonistic activitics of signaling genes [1]. genetic interacrors of the gene. That is, the genetie interaetors arc 

Accordingly, the symptoms of numerous diseascs result from potential therapeutic targets. Thercfore, the identification of 
genetic mutations that disrupt this homeostasis [2-5]. The genetic interactions is an important step towards the devclopment 

rclationships between signaling genes suggest avenues through of trcatments for monogenic c1isorders. 

which homeostasis can be restored and disease symptoms The nematode Caen01habditis elegans is an ideal animal modcl for 
suusequently redueed. Speeifieally, disruptions eaused by Joss-of iclcntifying genetic interactions duc its genetic tractability. 
function mutations in a particular gcne mal' be compensated by Furthermore, the high degrce of conservation of molceuJar 
concomitant perturbations in gencs with antagonistic aetivities. pathways rclatcd to human diseases 11as faciJitated the dissection 

Antagonisms and synergisms between genes ean be identified of physiopathologieal meehanisms of genetic disorclers including 
via genetie interactions. i\ genetie interaction between two genes Duchenne Muscular Dystrophy (DMD; üMIM: 3J 0200), lyso
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Predicting gdi-l Interactors 

somal storagc disordcrs, obesiry, diabctes and Huntington's disease 
[6-8). AJthough the extent ta which gcnetic intcractions arc 
conservcd bet\veen C. elegans and human is unknown, prcvious 
studies encourage the use of C. elegans towards the identification of 
therapeutic targets for human cliseases. For example, a genome
wide R..""1\i suppressor screen in a C. elegans moclel of type 2 
diabetes, i.e. a strain with a loss-of-function mutation in the C. 
elegaTls insulin-Iike growth factor reeeptor dr!f2, Ied to the 
identification of a kinase that exhibits antagonistic aetivity towards 
drif-2. Intereslingly, mice with the kinase knuckcd-out appeared to 
be protected against diabetes, suggesting that the antagonistie 
interaction identified in C. elegans Ied ta the identification of a 
potential therapcutie target for a human diseasc [8]. The 
application of systelllatie sereens for other diseases hinges on the 
devclopment of high-throughput techniques enabl.ing the quanti 
fication of rclevant phenotypes. However, the developlllent of such 
quantitative techniques is in general time-consullling and mal' be 
extremely ehallenging. 1\n alternative approaeh involves the in 
silico prediction of genetic interactions [9-11]. Interestingly, the 
rate at which genetic intcractions arc idcntified with prediction
drivcn scrcens appears to be significantly greater than the rate for 
systematic experilllentai screens (Figure 1). This suggests that in 
silico prediction represents an efficient approach to identifying 
genetic interactions. 

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

Lee and colleagues developed a method for predieting wherher 
t\vo given gcnes have a shared function [9]. The method is based 
on the weighted integration ofgene pair data and was trained with 
pairs of genes that share funetional annotations as positive Iearning 
examples. The predictions can be used in turn ta infer grnetir 
interactions, since pairs ofgcnes that share function tend to exhibit 
synergistic interactions. Moreover, known antagonists or a given 
gene can be used as so-called seeds ta search for other antagonists 
of the gene; specifically, genes predicted to share function with the 
seeds arc inferred to be antagonists as weil. Ho\Vever, many gcnes 
that share a function do not synergistically interaet \Vith eaeh other 
nor do they antagonize the same genets), and therefore the 
accuracy of rhis approach for predicting genetie interactions mal' 
be limited (see the validation success ratc in Figure 1). 

Zhong and Sternberg developed a method to directly prediet 
genetic interactions [10]. This method is also based on the 
weighted integration of gene pair data, but \Vas trained \Vith 
known genetie and PP interactions as positive Iearning examples. 
However, the method predicts a set of genetic interacrions that 
invoJves only a small portion of ail C. elegans genes (-8% of the 
genome, sec Figure 1). This mal' be duc to the amount of data 
specifie to a given gene pair that is requin:d to make a prediction, 
sinee such data is searce for many gene pairs. 

Chiplllan and Singh developed an approach for predicting 
synergistic interactions only [II]. This approach uses information 
gained from the contexts of genes in a biological network that 
integrares several types of data (e.g. an edge exists between t\vo 
genes if they encode proteins that exhibit a PP interaction), 
speeifieally by using the proximity between genes in the net\vork. 
While this approach appears extremely powerful based on the l:n 
sUuo validation results, it remains ta be determined ho\V well this 
approaeh performs according to experilllental validation. 

Since ail experimentally validated approaehcs for predicting 
genetic interactions currentJy suffer from limired aecuracy or predict 
gcnetie interaction sets \I;th limited genome coverage, wc developed 
a novel in sili<o approach that uses statistical analyses of gcne/protcin 
neighborhoods in bioJogicaJ net\vorks (Figure 2). UnJike previous 
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Figure 1. Comparison of large-scale genetic interaction studies 
in C. elegans. The studies are compared in terms of the percentage of 
genes with identified/predicted interactions and the success rate of 
experimental validation (i.e. the fraction of tested gene pairs that exhibit a 
genetic interaction). Systematic experimental screens test a limited 
number of gene pairs due to the labor-intensive experimental 
procedures. Moreover, these screens identify a small number of 
interactions relative to the number of tested gene pairs since genetic 
interactions appear to be rare. Prediction-based methods can assess ail 
pairs of genes in silico, and consequently, the percentage of genes with 
predicted interactions tends to be larger than the percentage of genes 
with interactions identified by a systematic experimental screen. 
Moreover, predictions focus experimental efforts on gene pairs that are 
likely to exhibit a genetic interaction. Accordingly, the success rates of 
prediction-driven screens tend to be greater than the rates for systematic 
experimental screens. The success rate of our study shown here is 
conservative since it was computed based on the following definition: a 
gene pair exhibits an interaction only if the interaction is statistically 
significant according to ail considered epistasis models (see Methods). 
doi:l0.1371/journal.pone.0010624.g001 

approa,hes, the prediclion of a genetic interaction bct\\'ccn t\vo 
givcn gcnes is aided by analyses .hat detect common features of the 
neighborhoods of the genes, or their encoded proteills (e.g. cornmon 
PP interactors of the proteins). Furthermore, our approa,h does not 
rcquire 'seeds' for every genc of intcrest to prediet novel amagonistic 
imcractions, unJikc the Lec el al. approach [9], ancl while our 
approach appears comparable to thc Zhong and Sternberg 
approach [10] in tcrms of spccificity, our sct of predi,tcd genetic 
interactions has gTeatcr genome ('overagc (Figure 1). 

Thc ovcrall aim ofthis study \Vas to idemify gcnctic intcractions 
in C. elegans that warrant further study in mammals towards the 
identification of promising therapeuric targcts (or gellctic diseases. 
Wc thus used our approach to idcntify gcnetic intcractors or the 
Rab-specifie guaninc-nueleotidc dissociation inhibitor gdi-J 
(Worm13ase: W13CeneOOOO J558) \Vhich sharcs 80% protein 
sequence identity \Vith GDlJ (Ensembl: E."'JSG00000203879; Blast 
E-valuc: 2.10x 10- 158

), a genc associatcd \Vith non-syndromic 
forms of mental rctardation in human (OMIM: 300104) [5]. GDlJ 
encodes CDla, a major regulator of Rab GTPase activity during 
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A
 

protein-protein interaction/interlog o gene/protein 

coexpression (r~ 0.35) gene with a particular RNAi phenotype 

Figure 2. Gene pair attributes used to predict genetic interactions. The two genes/proteins of interest are highlighted with thick grey 
rings. (A) l, the presence or absence of a protein-protein (PP) interaction between the proteins encoded by the genes of interest, or their 
orthologues. (B) CI, a measure of the significance of the overlap between the PP interaction neighborhoods of the proteins encoded by the genes 
of interest (i.e. overlap of the red and blue regions). The PP interaction neighborhood of a given protein is the set of ail of proteins that exhibit a PP 
interaction with the given protein (according to the multi-species PP interaction network). (C) N, an indicator for whether the neighborhoods of the 
genes of interest are enriched with the same phenotype. Here we define the neighborhood of a given gene as the set of genes that show 
significant coexpression (PeSO.OS, see Methods) with the given gene and/or encode proteins that exhibit a PP interaction with the product of the 
given gene (according to the multi-species PP interaction network). Both neighborhoods shown here are enriched with a particular phenotype. (D) 
NPh, an indicator like N with the additional requirement that the genes of interest themselves must also exhibit the phenotype enriched in their 
neig h borhood s. 
doi:l0.1371/journal.pone.0010624.g002 

endocytosis and exocytosis [5,12]. This protein is thus a critical a set of randomly selected gene pairs is expected to be enriched 
regulator of ccii signaling events. The vaJidation of predicted \Vith truc negative examples. 
genetic interactions of gdi-l identified several antagonists. If these Our predictor uses gene expression measurements, R:'-Ji\i 
genetic intcraetions are conserved in lie relevant human disease knockdown phcnotype observations and pp interactions From 
system, the y wouId suggest thcrapeutie targets for GDIl-associated multiple species to mrasure the likelihood of a genetic interaction. 
cognitive disorders. In addition, our results suggest the conserva The gene expression mcasurements were obtained From D:'-J1\ 

tion of a subset of genetic interactions across different cellular microarray results [14], and lie phenotype observations \Vere 

systems in C. eliigans, and the involvement of GDIl in human obtained From genome-wide R:'\JAi experiment rcsul ts (see 

myopathies resulting From mutations in componenrs of the Methods). 1\ multi-species pp interaction network 'l'as constructed 

DystTophin Clycoprotein Complex (DCC). \\~th C. e!egans, Drosophikl me!anogasler, Homo sapiens and Saccharomyces 
mevisiae pp interactions idcntified by yeast t\Vo-hybrid (obtained 

Results From BioCRID and [15,16]). pp imcractions From species other 

than C. e!egans 'l'cre ineorporated using InParanoid orrhology maps 
The predictor of genetic interactions in C. elegans [17]. For any t\Vo given gcnes, wc considcred a measure of their 

We developed a predictor of genetic interactions using a coexpression (Exp), a mcasure of their phenorype similarity (Ph) 
learning set that eontains positive and negative examples of and an indicator of a pp interaction between their encoded 
interactions from the literature (see Table SI for the manuaJ1y proteins or orrhologues (I) as gene pair attributes that might help 
curated interactions) and gene pairs randomly selected From the C. dctermine wherher thc given genes genetically inreracr. Variants of 
e!egans genome, respectively (see Methods). Since it is estimated rhe Exp, Ph and 1 artributes have been used by existing prcdictors 

that the vast majority of gene pairs do not geneticaJly interact [13], of genetic interactions [9,10]. 
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Importantly, our approaeh is the first to use partieular features 
of bioJogieal net\Vorks in order to improve the aeeuraey of the 
prediction of genetic interactions. For example, considering the 
mullÎ-species pp interaction network, we define the neighborhood 
of a prorein as the set of proteins that cxhibit a pp interaction with 
it (possibly via orthology). I\1though t'wo given proteins ma)' not bc 
known to exhibit a pp interaction, their neighborhoods may 
comain a surprising number of common pp interactors (Figure 213). 
We defined a gene pair attribute based on the encoded proteins of 
the two genes of interest, measuring t'he significance of rheir 
number of corn mon pp interaetors (Cf). The set of gene pairs that 
cncode proteins with significanrly many common pp interaetors 
(Cl:50.05) is enriched with gene pairs that arc known to genetically 
interaet (1'= 6.67 x 10-39 

, hypergeometric t'est). 
Wc also investigated whether a biolo!Qcal network that' 

integrates observations of phenorype similariry, eoexprcssion and 
pp interaction can improve the prediction of genetic interactions. 
We defined a novel biological network ealled the PhEP netwot'k, 
where nodes represent genes and the genes are labeled with thcir 
R..'\Ji\.i knockdown phenotypes. Two gencs are connected by an 
edge if they arc signifieanrly eoexprcssed and/ or if they encode or 
have onhologous proteins that exhibit a pp interaction (sec 
Methods). I\lthough a phenotype observation may be absent for 
the gene itself, such observations may be available for severa 1of its 
neighbors (i.e. the genes conneeted to the gene of intercst b)' one 
edge) in the PhEP network. ''''e therefore defined a gene pair 
attribure indicating the enrichment of genes associated with sorne 
phenorype in the neighborhoods of both genes of interest, in thc 
PhEP nerwork (N, sce Figure 2C). Wc demonstrated that the set of 
gene pairs with such neighborhood eharacteristics is enriched with 
gene pairs that arc known to genetically interact (1'= 1.20 xl 0- 2

'15, 

hypergeometric tcst). l3y the same line of rcasoning, wc defined a 
varial1l of this gene pair attribute, NPh, indicating that the two 
genes of interest arc annotated \Vith the phenotype that is enriched 
in both of their neighborhoods in the PhEP network (sec 
Figure 2D). I\gain, the set of gene pairs with such neighborhood 
characteristics is enriched with gene pairs that genetically Înteract 
(1'= 6.26 x 10- 113 

, hypergeometric test). 
Taken together, wc showed that our network-based attributes 

(Cl, N and NPh) of gene pairs are significanrly associated with 
genetic interactions, suggesting that these attributes may faeilitate 
the accuratc prediction of genetic interactions. 

Ultimatell', the Exp, Ph, l, Cl,.N, and NPh attribute values of a 
givcn gene pair arc integrated by a Jogistie regression model that 
outputs a prediction score bet'ween 0 and 1 representing the 
likclihood of a genetie interaction between the two genes (sec 
lv1cthods). 

Wc performed leave-one-out cross-validation to evaluate the 
predictor at different score thresholcls (Figure S J). We derermined 
that a conservative threshold of 0.975 induces error rates 
comparable to those aehieved bl' the Zhong and Sternberg (ZS) 
geuetic interaction predietor (Table S2). However, this threshold 
also indures a set of predieted genetic interactions that is 98% 
noveJ when compared tO the prediction sets of previous studies 
[9,10], and roughly three-fold more genes arc present in our set 
compareci to the ZS sel. Thus, under conditions where our 
predictor and the ZS predietor have comparable accuraey 
estimates, our set of predicted interactions exhibits gTeater genome 
eoverage. We chose 0.85 as our definitive threshold since it yields 
an estimated faJse positive rate (Table S2) close to the expeeted 
rate of finding a genetic interaction at random (0.5%) [13J, 
coinciding with our negative learning set of random gene pairs. I\t 
this threshold, the estimated truc positive rate is 10.8% (Table S2). 
Although our predietor misses many truc positive interactions, 

Ol'er 800K genetie interactions arc predicted and aga in, 98 % of 
them arc novel (Figure S2A). In particular, our predietor proposes 
more interactions per gene on average compared to the ZS 
predietor (Figure S213). In addition, roughly four-fold more genes 
arc present in our set of predieted interactions compared ra the ZS 
set (Figure S213). Thus, when the predicrar has an estimated false 
positive rate that is appropriately low, thc corresponding set of 
predicted interactions also exhibits a large increase in genome 
coverage compared t'O the ZS set. Genomc-wide genetic 
interactions predicted by our method arc available online 
(http://www.mcb.megill.ea/ -annalgInterWormlseareh.php). 

The biological releva nec of the predieted gcnetie interaction 
network was assessed in Ji/ù:o using pathway annotations ([18J and 
Table S3). Previous studies show that gcnetie interactions occur 
within and between pathways, although between-palhway inter
actions are more prevalent amongst interactions idel1lified in 
large-scale studies [19-21 J. Therefore, wc investigated the 
connectivity of pairs of genes annotated to thc same pathway, in 
thc predicted network (sec Methods). Wc Jound that a sigllifieant 
fraction of lhcsc pathway gene pairs arc dircctl)' connected 
(1'= 10- 5 

, Figure 31\), indicating predictecl interactions within 
pathways. Wc also found that a significant fraction of pathway 
gene pairs arc conneeted through shared neighbors (1'= 10-5, 

Figure 313), and in most cases, at least one of the shared neighbors 
is not in the same pathway as the pair (98% and 99% of the cases 
for ail and just signaling pathways, respectively). These cases 
indicate precliclcd inlerarlions that likcly Occur between pathways, 
or within a pathway if the shared neigllbor is an unknown member 
of' the pathway of the pair. lnterestingly, wc preclicr signiftcanrly 
many genetie interactions within aud between pathways mapped 
from human to C. rdegalls, as wc do for pathways derived c1irecrly 
from C. elegans (compare "ail pathways" ra "signaling pathways" in 
Figure 3). Taken together, the eonnectivily ofpathway gcnes in the 
predicted network is consi~tem with connectil'ity observations 
bascd on genetic intcractions idcntified experimentally [19-2IJ, 
even for pathway genes mapped from human, and thus supports 
the l'alidity of our predicrar. 

The set of predicted genetic interactions exhibits 
improved coverage of genes conserved between human 
and C. elegans 

Wc investigated whether more genes conserved between human 
and C. elegans arc present in our set of' predicted genetic 
interactions when compared to orhcr prediction sets. When ail 
prediction sets arc restrieted to genes with human onhologues (sec 
Text SI), it is still truc that a large fraction of our set is novel 
(Figure S21\). Wc thus examined the 1c1'e1 of charaeterization of 
human genes with C. degans orthologues present in prediction sets. 
Our analysis shows thal in sitico mcrhods tend 10 prediel genetic 
interactions inl'olving well-ellaracterized genes more often than 
poorly-characterized genes (Figure S2C). 1\11 human genes with C. 
degans orthologues only present in the ZS prediction set have a 
high level of eharacterization (gene characrerization index >5 
[22J). Intcrcstingly, 25% of human genes with C. elegans 
orthologues only present in our prediction set do nOI have a high 
lel'e1 of characterization. Taken together, our approaeh prediclS a 
large number of novel genetie interactions for genes conserved 
ber\Veen C. e/egalls and huma n, and also preclicts interactions for 
genes orthologous to poorly-charaeterized human genes that have 
no predicted interactions by otber approachcs. 

In order to berrer understand why our method prediets genetic 
interactions that arc mostly nOI'e1, wc invest.igated the genes with 
human orthologues associated with mental retardarion and synaptic 
pla~ticiry (lvIRSP) that wc curated from the literature (Table S4). 
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Figure 3. Assessment of the biological relevance of the predicted genetic interaction network with pathway annotations. Here we 
show scenarios where a pair of genes annotated to the same pathway (A) is directly connected or (B) shares ;0,1 neighbor in a genetic interaction 
network, where the gene pair of interest is highlighted with thick grey rings. In (A), the genes exhibit a within-pathway genetic interaction based on 
the given set of pathway annotations. In (B), the genes belonging to the same pathway (e.g. pathway A) both interact with a gene that may either be 
an unknown member of the same pathway (within pathway interaction), or may belong ta a different pathway (e.g. pathway B, between-pathway 
interactions). Below, the frequencies at which each scenario occurs in the predicted network and in randomized networks are shown with respect to 
ail pathways and ta signaling pathways only (see Methods). The "ail pathways" and signaling pathway annotations were derived from human and C. 
elegans experimental data respectively. For each set of pathway annotations, the median, first and third quartile frequencies of each scenario were 
computed across N=lOOK randomized networks; the bar length depicts the median and the error bars depict the first and third quartiles. Both 
scenarios occur more frequently than what is expected by chance, for both sets of pathway annotations. 
doi:! 0.1371 /journal.pone.OO 10624.g003 

Over rwo-fold more MRSP genes arc present in our ser ofpredieted 
genetic interactions compared to the ZS ser (S9% and 40% of the 
genes, respectivcly). In examining the MRSP gcncs rhat arc presenr 
in our ser onJy, wc found rhar rhese genes arc generally associated 
with more information with our approaeh than with thc ZS 
approach (sec Figure S3A and the Mcrhods). In particular, rhc 
additional information cornes from our novcl ncrwork-based 
anribures (e.g. rhe C/ and }f arrributes). The values of rhese 
anribures are compulable for nearly all MRSP genes, bur thc valucs 
of most ZS attributes are eomputablc onJy for a smaUer subset of 
the genes (Figure S3B). These results suggest that the net",ork-based 
atlributes facilitate the prediction of nove! interactions. 

A large number of human genes assoeiated with c1iseasc arc 
eonserved in C. elegans [23]. For examplc' CDIl, a human gene 
associated with mental retardation (5), has high sequence simiJarity 
(Blast E-value: 2.10 x 10 -158) to gdi-l, a C. elegans gene mat has yct to 

be fUllctionally characrcrizcd. Sincc GDIl is involved in neurotrans
mission and has been associated wiu1 cognitive deficiency in human 
[5,12], it is functionally rclated ta our set of human MRSP genes 
(Table S4). We mus investigated whether the rclationship bcr",een 

CDf1 and MRSP genes is conservcd berwcen human and C. elegans. 

'.'~.'. PLoS ONE www.plosone.org1 

Inrerestingly, our merhod predicls Ùl«l gdi-l gCl1crically i.nrcracts 
more fregucnùy with l'vIRSP genes u1an ,vith other genes (P= 
1.1 x 10-'\ (\Vo proportion test), and it also sl1ares genctie interaction 
partncrs more frcqucnuy ,viUl MRSP genes than wilh other genes 
(P= 1.1 xl 0- 0°, rwo proportion test). These results provide statisti
eally signifleanr cvidence ulat U1e interactions be(\,'een GDIl and its 
potential neurologieal partners arc conserved in C. e1q;ans. 

Validation of predicted genetic interactors of gdi-l 
Wc idemilied phenotypes rhat result from trcating C. e/egans 

animais with gdi-l (RNA!). Thcsc phenorypes include stcrility (Ste, 
Figure 4C), a gonad morphogenesis dclèct eharaClcrized by a 
shorlening of gonads (Gon, Figure 4i\,C), an ovulation defeet 
eharactcrizcd by an accumulation of endomitotic oocytes (Emo, 
Figure 4B,C), and a severe reduction of sheath ccii contraction 
(Figure 4D). ''l'e showed that gdi-l eontrols ovulation and gonad 
morphogcncsis proeesscs by modulating somaric gonad ccli 
functions. That is, nfl(pk1417) (WormBase: WBCene0000450S) 
animais, whieh arc rcsistant to R~A.i in somatie ccIIs, expressed 
signilieantly rcduccd JevcJs of thc phenotypes when subjected tO 
gdi-l(RIVAi) compared ta wild-typc and mutanr animaIs resistant to 
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Figure 4. Phenotypical charaeterization of gdi-l{RNAi}-treated 
animais. (A,B) DAPI staining of egfp(RNAi)- (labeled wt) and gdi-l(RNAi)
treated wild-type animais. (A) Gonad morphogenesis defects (Gon) 
characterized by short gonads (*) are observed in gdi-l(RNAi)-treated 
animais. Scale bar, 200 ~m. (B) Accumulation of Endomitotic oocytes (Emo, 
arrowheads) in the proximal gonad of gdi-l(RNAi)-treated animais. Arrows 
indicate the spermathecae. Scale bar, 2S ~m. (C) Sterility (Ste), Gon and 
Emo phenotypes were measured in wild-type, rn-7(pk7477) and ppw
7(pk2SDS) animais submitted to gdi-7(RNAi) (N = 3). The mean expressivity/ 
penetrance of each phenotype is shown with error bars representing :!: 

one standard error. A (*) indicates a statistically significant reduction of the 
phenotypes (P:sO.OS, Student's t-test) compared to wild-type animais 
treated with gdi-7 (RNAi). (0) Distributions of the sheath cell contraction 
frequency for egfp(RNAi)- (Iabeled wt) and gdi-7(RNAi}-treated animais. 
doi:l0.1371/journal.pone.OO10624.g004 

R..\J1\i in germinal cells (see gdi- J(RNAi) and P/JW- J(pk2505J0lVorm
Ilase: WIlCene00004S08); gdi-/ (RNAi) respeetively in Figure 4C). 
These results suggest that gdi-/ is a critieal regulator of signaling 
pathways eontrolling reproductive functions in C elegans. 

Predicting gdi-7 Interactors 

To experimentally validate our predictions, we examined 18 
strains eontaining mutations in 12 genes predieted to genetically 
interact with gdi-/. Ste, Emo and Con phenotypes were measured 
for mutant and wild-type animals submitted to R..\IAi against gdi-/ 
or the negative control, egfp (figure SA). Epistasis analyses of these 
measurements were performed using three eommonly used 
statistieal models [24,25] to identify significant genetie interactions 
(see Tables S5 and S6 for the estimated epistasis coefficients and P 
values, respeetively). Wc also applied a statistical test that measures 
the supprcssion of gdi-/ {RNAi)-indliced phenotypes (sec Methods). 
Our results show ooly partial agreement between the different 
modcls of epistasis (figure 6A). The most stringent reqllirement 
(i.e. significant interaction by aU applicable tests, Pos:O.OS) resulted 
in a validation success rate of 42%, while more permissive analysis 
(i.e. signifieant interaction by at least one test) inereascd the succcss 
rate to 67%. This represents an 84- or 134-fold improvemenl over 
the expectcd success raIe from random genetic screening. i\lthough 
validation success rates depend on the sdected bait gene(s) (e.g. gdi
J in our study), our success rates sllrpass those rcported for eKisting 
methods [9,10] (Figure 1A), lhus suggesting that our method 
repre~cnt.~ an important improvemem in predictive accuracy. 

Of the 12 putative genetie interactions tested, five \l'cre suceessfuUy 
validatcd aceording to ail statistieal tests used te analyse our results. 
Ail live interactions arc antagonistic, and the genes (hat antagonize 
gdi-/ are the foUowing: ul/e-96 (WormBase: WBCene0000682S), 
eneoding a paramyosin-binding prolein [26]; I/l/c-89 (Wormllase: 
WIlCene00006820), encoding a liljll-like Ill}'osin light chain (MLC)
specifie kinase [27]; Im-4 (V"ormllasc: V"BCeneOOOI8740), a close 
orthologue or the hUl1lan proto-oncoprotein and transcriptional 
repressor PL~F(EnsernbJ: E:'-JSCOOOOO 109906) [28); mpm-l (Worm
Ilase: "VBCene000081 07), the c10sest ortholog1JC of the mammalian 
ASPM (Ensembl: E:'-JSC00000066279), a gene associatcd wilh mitotje 
spineUe assembly and mierocephaly [29,30]; and dyb-/ (Wormllase: 
WIlCeneOOOO 1IlS), the closest orthologue orclystrobrevin (Ensembl: 
E:'-JSCOOOOO 134769), a component of the DCC in human [31]. 

:'-Jotably, wc showecl genctic interactions berween gdi-/ and 
regulators of ule actin-myosin contractile apparat us. Indeed, gdi- J
i\.';sociated phenorypes were reduccd by a mutation in the J'vILC
speciflc kinasc (MLCK) une-89, while gdi- J(RNAi) phenocopies a 
mutation in the MLC-specific phosphatase me/-/ J (Wormllase: 
WIlCene00003196; Figure SA). This suggests that gdi-/ anragonizcs 
J'vILC phosphorylation and consequently, contraction through the 
actin-myosin apparatus during gonad morphogenesis. Consistent 
\Vith these results, gdi-/-assoeiatecl phenotypes were reduced by a 
chemical inhibitor of MLCK (ML-7) and a ehemical inhibitor or 
myosin II /\TPase aetivity (blebbislatin) (figures Sil and 6). 

Vle also identi{iccl a genctic interaction bel.Ween gdi-l and dyb-l 
that affects gonad morphogenesis (Figurcs S/\ and 6). The latter 
gene is a close orthologue of dystrobrevin, a component of the 
DCC that when altered Icads te myopathies [32). Moreover, 
clystrobrevin is a runctional panner of dystrophin (EnsembJ 
E:'-JSCOOOOO 1989+7), a prote in that is assoeiated with DMD and 
milel cognitive deficiencies in human [32]. C. e/egrl/ls is a model 
organism used te disseet the molccular mechani~m of myopathy 
associated \Vilh mutations in the DCC components r1),b-J and dy,-/ 
(WormBase: WI3CeneOOOO 1131, the onhologue of dystrophin) 
[33). As shown previously, mutations in dyb-J and r1)'s-/ produee a 
progressive myopathy when combined \\~th a weak allde of hIlz-/ 
(Wormllase: WBCeneOOOO 1948; compare panels A and Il of 
Figure 7) [14,1.')]. Vlie sho\Ved that gdi-/{RNAi) treatment 
signifieantly reduccs muscle clegeneration in dyb- J(ex36);hlh
J{ec56J) and dys-/{exJ8);hUz-/{ec56J) mutants (Figure 7e). There
fore, wc demonstrated that the antagonism between gdi-J and dyb
/ is conserved in different ccllular systems in C. elegal/s. 
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Figure 5. Validation of a subset of genetic interactions predicted for gd/-I. Ste. Gon and Emo phenotypes were measured in animais 
submitted to RNAi against egfp (grey) or gdi-l (green). The mean difference in the expressivity/penetrance of each phenotype in perturbed (mutant 
or chemically treated) versus wild-type (wt) animais (denoted q,[x] - cj>1y], for animais of type x and y) is shown with error bars representing :+: one 
standard error, N'23. For Ste, the Z-score of the difference in expressivity is plotted (see Text Sl). (~) and (*) indicate statistically significantly 
differences for animais treated with egfp(RNAi) and gdi-7(RNAi), respectively (PosO.05, see Methods). NA: not available. (A) Differences in phenotype 
expressivity induced by mutations in genes predicted to interact with gdi-7. (B) Differences in phenotype expressivity induced by chemical treatment. 
Blebbistatin (Blebb.) is a myosin ATPase inhibitor and ML-? is a specific inhibitor of myosin light-chain kinase. 
doi:1 0.1 3?1/journal.pone.001 0624.goo5 

Taken logether, our experimental results identiCied genes that identifying truc interactions by chance), and that our approach has 
amagonize gdi-l activity during gonad morphogcnesis, ovulation improved aceuraey compared to previous approaches. l'vIoreover, 
(Figure 613), and muscle degeneration. we identilied live genes \Vith antagollistic activities lOwards gdi-l 

activiry during gonad morphogenesis and/or ovulation, including 

genes assoeiated \\~th phosphorylated MLCs and dJlb-l. InterestDiscussion 
ingly, we a1so showed that thc antagonism beflyeen gd/-l and dJ'b-l 

We present a predietion-based approaeh to idemifying inOuences muscle cell morphology. 
gcnctic illleractions in C. elegans. The approach predicts many Our predictor intrgrates nove] anributes based on neflyork 
nove! interactions, including interactions [or poorly-characterized analysis. We showed that eaeh network-based attribute identilies 
genes. Our validation results for gdi-l suggest that our predictions gene pairs that arc enriched for truc gcnctic interactions. The 
identify truc interactions \Vith a success rate far beyond random common intcractors (C~ anribute is based on the common pp 
genctic screening (i.e. at !cast 84-fold greater than the rate of intcractors of the proteins encoded by the flYO gcncs of intcrest, in 
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Figure 6. Epistasis between gdi-T and its predicted genetic interactors and chemical suppressors. (A) The minimum (M), additive (+) and 
multiplicative (*) statistical models of epistasis were used in the analysis. A statistical test for the specific suppression (S) of gdi-7IRNAi)-induced 
defects was also used (see Methods for details). Significant synergistic and antagonistic interactions are illustrated with shades of red and blue, 
respectively (P:50.0S). Darker shades indicate significant interactions with P:50.01. The absence of a statistically significant interaction is indicated by a 
white entry. NA: not available. (B) Schematic representation of gdi-l interactors. Blue lines represent antagonistic interactions with gdi-l. The dashed 
red line indicates phenocopy between mel-Il and gdi-l. unc-96 (paramyosin-binding protein), unc-89 [myosin light chain (MLC)-kinaseL and mel-Il 
(MLC-phosphatase) are regulators of the actin-myosin contractile apparatus (AMCA, represented in grey) [26,72]. unc-54 and myo-7 are type Il myosin 
heavy chains. tra-4 encodes a PLZF-like transcription factor [28]. aspm-7 (orthologue of mammalian ASPM) and dyb-l (orthologue of a component of 
the dystrophin glycoprotein complex, DGC) have been associated with mitotic spindle assembly and DGC function in huma n, respectively [32]. ML-7 
and blebbistatin (Blebb.) are specific inhibitors of MLC-kinase and myosin Il ATPase activities, respectively. 
doi:l O.1371/journal.pone.00l 0624.g006 

a multi-species pp interaction network. Two given proteins that in human, has been shown ro cause severe alteration of sheath eell 
have surprisingly many common pp interactors may be members contraction and ovulation proeesses in C. fifgnl/.s [45]. Moreover, 
of the same complex, thereby inereasing the likclihood that their our c1ata suggest that gdi-I, like valproate [45], contrais ovulation 
encoding genes genetieally interact, since members of rhe same processes by modulating somatic gonad cell funetions. As 
complex tend ro generically interaet [13,36]. Moreover, the Nand documented by the Gilberr and I30lker study [46], a conservccl 
NPh attributes are basecl on shared phenotypes in a so-eallcd PhEP signaling pathwal' can control c1irrerent cellular praeesses in 
nerwork construeted with 1<...\lAi knoekdown phenotype, gene dirrerent organisms; for examplc, ovulation in C. elegmz; versus 
expression and pp interaction data. ''''hen a specific phenotype is synaplic plastieity in human. Howevcr, a signaling pathway that is 
associated with surprisingly many neighbors of a given gene in the conservee! aeross dirrerent cellular systems and speeies may have 
PhE? nerwork, ir may follow that the gene modulares rhis also acC]uired some context-specifÏC' signaling eomponents. vVe 
phenorype. Thus, if rhe neighborhoods of IWO given genes arc therefore do not expect ail signaling palhway observations in one 
eharacterized by rhe same phenotype(s), the genes may modula te context to apply to another eontext. However, a number of genes 
the same phenotype(s), thereby inereasing the likelihood thar they identifted as genetic interactors ofgdi-/, using Ste, Gon ane! Emo 
gencrieally interacr. Furrhermore, rhe network-based atrributes as phenotypical readouts in nemalOdes, have high sequence 
provide additional informarion ror less-studied genes, such as genes similarity 10 genes with neurological Iunetions in human. These 
rhat may not have been assayed individually (e.g. for phenotype observations support the seardt for genetic interactors ofgdi-l with 
observations) or with other genes sysrematieally (e.g. for pp a raie in conlrolling gonad morphogenesis and ovularion in C. 
interactions). For examplc, no phenotypes have been observed for elegnlls to suggest likely generic interactors of GDf/ controlling 
I1nc-89 and it has not been tested for a pp inreraetion ,vith gdi-I. cognitive abilities in human. "Ievertheless, this strategy for 
However, the Cf and }If attributes suPPOrt a genetic interaction identifl'ing genetic interactions relevant to cognition requires 
between I1nc-89 and gdi-I, which wc eonfirmed experimentally. extensive validation in higher organisms such as mouse. 
This suggests that the network-based attribures facilitate the One of the genetic interactions that wc uneovered is bct\-veen 
accu rate predierion of genetic interactions. ,gdi-I ancl aspm-/. In both C. degnns ancl mammals, a.lpm-I eontrols 

Our analyses suggest that in silica approaehes tend to prediet mitotic spindle positioning and consequently, the ratio of 
genetic interactions involving well-eharaeterizecl genes more olten symmctric and asymmelric cell divisions [29,47]. While control 
than poorly-charaeterized genes. The Zhong and Srernberg (ZS) ofasymmctric division ofsomatie gonadal precursor cells (SGPs) is 
appraach explicitly restriers the predictions to genes rhar salisfy a rcquired for the proper morphogenesis of gonads in C. elegnns [48], 
minimum information requirement (i.e. a gene must be associared it is still unknown whether the modulation of asymmetric division 
with information from ar kast one attribute rhat is not the C. elegans in these cclls is at the origin of the interaction between gdi-l and 
gene expression atrribute) [10). Only -50% of ail genes sarisfy rhe aspm-I. aspm-l is an orthologue of ASPM, a gene involved with 
requiremenr. As a result, only -25% of ail genes pairs are tested in brain development in human. In panicular, ASPM is involved in 
silico. In our approach, wc do nor impose a minimum information the control of neuronal progenitor proliferation and is associated 
requirement. Moreover, we gained information for -80% of ail with microcephaly [47). Since GDII is expresscd in both 
gene pairs by integrating our network-based attributes. These prolilèrative and dirrerentiatecl neurons during brain development 
fealures of our approaeh may be responsibJe for the large number [5], it would be interesting ta test whether GDll genetieally 
of novel predieted genetie interactions. interacts with ASPM in mammalian brains and consequently, test if 

AU of the experimentally validated interactions arc antagonistic. the simultaneous perturbation of both genes would result in a 
This suggests rhar our learning set contains a strong signal for reduetion of cognitive disabilities associatcd with mutations in 
amagonistic interactions and that our approaeh captures this either ASPM or CDfl alone. 

signal. If this is the case, our approaeh may be advantageous for The moleeular origin of lhe genetic interaction observed 
prcdieting antagonistic interactions. ConsequentJy, our approach belWeen gdi-l and tm-4 is also unknown. The transcriptional 
may alsa be advantageous for proposing antagonisms that warrant repressor trn-4 was shown tO promote female development by 
funher study in mammals towards rhe identification oftherapeutie repressing male-specifie genes in C. elegans [28]. This gene was a1so 
targets for monogenie disorders. eharaeterized as a SynMuvI3 gene becausc it was shown to 

Ikcausc of its involvement in vesieular traffieking in mammals, negativell' regulate /et-61J (Worm13ase: W13Gene00002335)/Ras
GDIJ mal' be a critieal regulator of several signaling pathways mediated vulval developmenr in nematodes [28]. Inrerestingll', 

eontrolling funetions such as sl'naptic plastieity, learning and several Sl'nMuv13 gencs have been shown ta control somatie 
mcmorl' acquisition [5,37,38). Inrerestingly, the signaling path gonad development [49,50]. Further studies will be required to 
ways involving cphrins, integrins and inosilOl-triphosphate that asscss the funetion of Im-4 du ring somatic gonad devclopment and 
control gonad morphogenesis and ovulation in C. eœgans arc highly irs potential interaction with SynJ\iluv13 genes in the ceUular 

similar to the parhways eontroUing sl'naptie plastieity in human context of that proeess. 

[39-44]. Supporting this observarion, rhe anti-epileptic drug Wc also showed genetic interactions betwecn gdi-f and 
valproate, which targets componenrs of these signaling pathways regulators of the aetin-myosin contractile apparatus. Indeed, gdi
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Figure 7. gdi-7 suppresses dys-7- and dyb-7-associated muscle 
degeneration. Body-wall muscle fibers observed using polarized light 
mkroscopy in (A) wild-type and (B) dys-7(cx78};hlh-l(cc561} animais. The 
arrow indicates an abnormal/degenerated muscle cell. Scale bar, 200 ~m. 

(C) Muscle degeneration was assessed in wild-type (wt), dys-l (ex 78};hlh
l(c(561) and dyb-l(cx36};hlh-7(cc567) animais submitted to RNAi against 
eglp (grey) or gdi-l (green). The percentage of abnormal muscle cells in a 
methanol fixed animal, estimated with polarized light microscopy, was 
usee! to quantify muscle degeneration in the animal. Boxplots of these 
percentages are shown. The total number of animais assessed across 
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three independent experiments is shown above each boxplot in 
parentheses. The percentage of abnormal muscle cells is significantly 
reduced in gdi-7 (RNAi}-treated versus egfp(RNAi}-treated mutant animais 
as indicated by the P values shown at the top (see Methods). 
doi:1 0.1371 /journal.pone.0010624.g007 

I-associated phenotypes \Vere reduced by mutations in the MLCK 

une-B9 and its funetional panner une-96 [26]. Interestingly, uru:-96 
is required for the proper distribution of une-B9 at the fvI-line in 

hody-wall muscle sareomeres [26]. Our data suggest a pannership 

bet\veen Ilne-96 and une-B9 that promotes the contraction of the 

aetin-myosin contractile apparatus in gonad somatie eells, in a 

pathway antagonistie to gdi-I. This hypothesis is also supportcd by 

the signiflcam rcdllction of gdi-I (RNAi)-indllccd phcnotypes in 

animais trcatcd with the lV/LCI< and myosin II inhibitors ML-7 

and blebbistatin, respcctivcly. 

Imerestingly, iVILC phosphorylation and myosin II funetion 

have been shown to control synapragenesis, dendritie spine 

morphology and synaptie plasticiry in mammals [51,52]. More
over, the inhibition of MLCK funetion in the lateral amygdala of 

the mouse brain has been shown ro enhanee auditor)' fear 

eonditioning (i.e. Jcarning ancl memory) and to faeilitate synaptie 

plastieit)' [53]. 13ecause mutating GD/! in miee has the opposite 

erreet [54], it is of interest to assess wherher phosphorylated MLC 

and GDfl have antagonistie (unetions in neurologieal mechanisms 

that enable learning and memory acquisition in mammals. If 

anragonisill is present, inhibiting phosphorylated MLC is a 

potential therapeutic strategy to reduce the symptoms assoeiated 

with GDfI mutations in hllman. 

Wc also demonstrated that the aen"iry ofgdi-I is amagonistie wid) 

the aetiviry of the dysll'obrevin orrhologue, dy'b-I, c1uring gonad 

morpho?;enesis in C. elegans. Oystroglyean is another componenr of 
the DCC and its orthologlle dgn-I has been previously shown to 

control ?;onad mOlvhogenesis in C, elegans [55], Our data suggest 

thar dyb-I aJso eontributes to this devclopmental process, /nterest

ingly, the antagonism ber\Veen ID,b-1 and gdi·1 is consistent \Vith the 

likely anragonism in mammals where dystrobrevin aets as a 

reguJator of eell signaJing throllgh the inhibition of receptors and 

membrane recyeling [56], and C;DfI potential.iy promotes these 

eycling events by regl~ating RAB4 and HAB5 [38]. We aJso showed 
that rhis antagonism is conserved in dirrerelll cellular s)'stems in C. 
elegans sinec gdi-I (RNAi) treatmenr signifieantly reduecd muscle 

degeneration in both dyb-I;hlh-I and dys·l;ldh-1 animals. Mccha
nisms of muscle degeneration resulting (rom funetional alterations of 

dystrobrevin or dystrophin arc still poori)' lInderstood in mammals 

[57]. Whûe C. elegal/j is an animal model of choiee ra disseet the 

pathological meehanisms assoeiated with myopathies [58], the 

anragonisms observed bet\Veen the GDfl, dystrobrevin and 

dystrophin orthologues in C. degans shouJd be confmned in OMD 

mammalian models (e.g, the mdx mouse) before considering GDf! 
as a promising thcrapeutie target for OMO. Furthennore, since 

DCC components and GlJfI are eÀvressed at the synapses of 

hippoeampus neurons [34,38] it \Vould be extremely intcresting to 

test whether perturbations of dl'strobrevin funetion mal' rcduce 

cognitive disabilines associated \Vith mutarions in GDfl in mammals. 

In summary, we developed a bioinrormatics tool to prediet 

genctie interactions in C. eiegans towards the identification of 

therapeutie targets to addrcss monogenie disorders associated with 

disruptions in signaling homcostasis. Our tool uses nCt\vork-based 

anributes and our validation suggests that it predic.ts interactions 

more eomprehensively and with improved aeeuracy comparcd to 

orher wols. In addition, we experimenrally conflrmcd the 

interactions that \Vere predieted between gdi- / and severaJ genes 

involved in neurologieal functions in human. 2'Jorably, wc 
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established that perturbation of aspm-l, tra-4, unc-89, unc-96, or 
d)'b-l reduees the signaling unbalanee resulting from a reduction of 
gdi-l expression. ,,,Te also showed that a reduetion of gdi-l 
expression signifieantly reduces museular dystrophy in nematode 
DMD models. Further studies using relevant mammaJian models 
arc required to assess whether ASPM, MLC phosphorylation 
maehinery and dystrobrevin would be potent therapeutic targcts 
for cognitive disabilities assoeiated with mutations in GDlJ. 
Similarly, further studies in mammalian models wouId bc required 
to assess whether GDlJ would be a potent therapcutic target for 
DMD. In conclusion, we have developed a valuable tool that 
facilita tes the mapping of genetic interactions in C. e1.egans. Since 
the conservation of pathogenic mechanisms and genetic interac
tions berween distant species is stijl under intense dc bate, 
experimentaJ validation in mammals of genetic interactions 
identified in C. e1.egans is required to evaluate the potential of our 
method to significantly streamline the therapy devclopment 
process for monogenic disorders that involve genes and signaling 
pathways conserved between human and C. e1.egans. 

Methods 

Thc development and subsequent analysis of tbe genetic 
interaction predietor were eompleted in the R v2.6 statistica1 
computing environment (http://www.r-project.org, [59]). 

Construction of the learning set 
1\ learning set, comprised of a positive and a negative subset, 

was constructed for the training of the predictor of genetic 
interactions. The positive learning set consists of 1,522 genetic 
interactions identified by automated [60] or manuaJ curation of 
the literature (sec Table SI). The negative learning set should 
consist ofpairs ofnon-interacting genes. Sinec the vast majority of 
genc pairs arc believed not to genetically interaet [13], wc built our 
negative learning set from - 14,000 randomly seleeted gene pairs 
from the set of ail genes mapped to a genomic location (WormBase 
release WS 180, http://www.wormbase.org/). The approxima te 
1: 10 ratio of positive ta negative interactions was established ta 

guarantee a learning set with a thorough sampling of all gene pair 
combinations (~386 million in total). 

Datasets used to derive attributes 
The gene expression data was ohtained from [14]. vVe obtained 

ail R.."\lAi knockdown phenotype data in WormBase release 
''\'S14 1 and removed seven uninformative or redundant types, 
such as "wildtype", "unclassilied", "not embryonic" and "com
plex phenotype." Protein-protein (PP) interactions were obtained 
from aH C. elegans, Saccharom)'ces cewisiae, Drosophila melanogaster, and 
Homo sapiens yeast rwo-hybrid datasets stored in BioGRID v2.0.37 
(http://www.thebiogrid.org/) and from rwo additional yeast two
hybrid datasets [15,16] that are absent from this database. Wc 
focused on yeast two-hybrid datasets because the techniquc detccts 
an interaction with minimal inOuence from endogenous environ
ments, e.g. a Dy eell. Wc assume that two proteins do not exhibit a 
PP interaction if both proteins were assayed and no interaction 
was found. To create a multi-speeies PP interaction network, wc 
uscd the orthology mappings generated by InParanoid vi. 35 [17] 
(non-default parameters: score eutolT 10, in-paralog confidence 
cutolT 0.025, sequence overlap eutoIT 0.2) when run with protein 
sequences obtaincd from the InPara.noid data,et from June, 2006 
(http://inparanoid.sbe.su.se!cgi-binlindex.cgi). Comparisons with 
hand-curated ortllologies for a subset of genes indicated that our 
parameter settings produeed orthology mappings with minimal 
false positive results (data not shown). The names of the genes! 

proteins described in the datasets were updated to the names used 
in WormBase re1case WS 180. 

Derivation of attributes for use in the logistic regression 
The co-expression attribute Exp(g, g') is the P value derived for 

the Pearson correlation of genes g and g' aeross ail mieroarray 
hybridizations (conditions) relativc to the empirically estimated 
probability distribution of correlation for ail gene pairs (i.e. a fitted 
normal). Figure S4 establishes the need for this estimation due to 
the lack of fit ta standard models of a correlation distribution. 
Correlations gTeater than 0.35 arc statistically significant (1':S0.05) 
according to tbe estimated distribution. The co-phenotype 
attribute Ph(g, g') measures the statistical significanee of the 
number of shared phcnotypes betwcen the rwo gencs via a 
standard Fisher's exact test (.N= the numbcr of phenotypes 
observed lor at least two genes). Wc defined tbe multi-species PP 
interaction network sucb that nodes reprcsent C. el.ego/tS proteins 
and an edge exists between two proteins if they, or their 
orthoJogous proteins in a species considered here, exhibit a PP 
interaction according to tbe PP interaction dataset. The binary 
interaction attribure l(g, g') indicates whether the proteins encodcd 
by g and g' exhibit a PP interaction in our multi-species PP 
interaction network (Figure 21\). Similarly, the common inter
actors artribute, Cl(g, g'), considers tbe statistical significancc of the 
observed number of common PP interactors of the proteins 
eneoded by g and g', in the multi-species PP interaction lIetwork 
(Figure 2B). Specifically, Cl(g, g') is assigned a P value derived from 
a one-tailed Fisher's exact test (N= the number of genes encoding 
proteins tbat are in the llluiti-species PP interaction network). 

We defined a biological network called the PhEP network, 
wbere two genes g and g' arc connected by an edgc if and only if 
the Pearson correlation ofthcir genc expression exeeeds 0.35, their 
gene produets exhibit a PP interaction, or tbeir orthologues (in any 
species considered berc) exhibit a PP interaction (Figure 2C,D). 
For a given gene, wc llleasured how surprising it is 10 witness the 
observed number of its neighbors (i.e. genes connected to it by one 
edge) in the PbEP network labelcd with a specific phenotype 
identified by R:\'l\i in C. ekgarlJ. Tbis was llleasured using a one
tailed Fisher's exaCI test (.N= the number of genes with some 
assigned phenol)1)e). If the derived P value is less than or equal to 
0.05 for g and g' (Figure 2C), wc assign a value of 1 to a eategorical 
variable lV(g, g'), and 0 othenvise. Similarly, if g and g' exhibit a 
phenorype that is also cnriehcd in both their neighborhoods in the 
PhEP network (Figure 2D), wc assignecl a value of 1 to a 
eategorieal variable NPldg, g'), and 0 otherwise. 

lvlissing vaJues for any of' the derived attributes (duc to missing 
values in the unclcrlying clatasets) were replaced with the expected 
value (i.e. the sampie mean) of the artribute before training. 

Model specification, training and cross-validation 
The logistic regression model is of the form: 

p(g,g') ) E ')1n ( 1 ( ') =CO+CE\p xp(g,g
-jJg,g 

+ CPhPh(g,g')+ c,l(g, g) 

+ C('J C/(g,g')+ CN N(g,g') 

+ CNPhNPh(g, g') 

where p(g, g') is the probabilily of a genetic interaction betv.'ecn 
genes g and g', Co is the Icarned intercept term of the model, CI';'p, 

CPh, Ch Cu, Cv, CXPh are the learned coefficients for the attributcs, 
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and Exp(g, g'), Ph(g, g'), f(g, g'), C/(g, g'),.Mg, g') and NPh(g, g') are the 
attribu te values for g and i. 

To select the optimallogislie regression model in lhe eonleXI of 
our Iearning set and auribules, we assessed models defined by 
dilferent attribute eombinations and trained with differenl 
positive:negative weight ratios. 5peeitieally, wc trained modcls 
using cach of lhe following weight ratios: 1: l, 1:2, 1:5, 1: 10 and 

1: 100. If negative examples are weighled more heavily, prediction 
errors on lhese examples result in greater penalties, and model 
coefficients arc filted aeeordingly. Using each weight ratio, we 
trained the models defined by ail non-empty subsets of the 
attributes (in lotal, 26-1 = 63 models), with eaeh of five different 
folds of the learning set to avoid Icarning set bias. In training eaeh 
model with the iterative weighted kast squares algorithm [61], wc 
assume that the initial fit estimated from the weighted data is 
reasonably elose ta the optimal fit, and thus assume tbat the 
algorithm converges ta the optimal fit (with the dcfault tolerance 

and at most 50 iterations). For eaeh Cold, wc define the optimal 
mode! as the mode! Ùlat yiclded the lowest Akaike's Information 
Critcrion (AIC), a measure that eonsiders both fit to the data and 
complcxity of the mode!. Any weight ratio that did not yield the 
samc optimal modeJ for ail five folds was e!iminated from 
consideration. For eaeh remaining weight ratio, we computed 
the mean /\lC of the optimal model (aeross the folds). The 1:2 
weight ratio yielded the lowest mean AIC and we thus seleeted this 
ratio and the eorresponding optimal modcl to define our genetic 
interaction predietor. Therefore, within the seope of logisric 
regression models defined by our amibutes and trained with our 
learning set and tested weight ratios, the full model that uses ail six 
amibutes was found ta be optimal based on our convergence 
assumptions and the AIC (Table 57). 

Lcave-one-out cross-validation of the full modcl was performed to 
obtain truc and false positive rates for "unseen" data (Figure 5 1). The 
fmal predietor was trained on the full lcarning set using the tuned 
weighting and ail six attributes. If a pair of genes has a prediction 
score ~0.85, the twO genes arc preclieted to geneticaJJy ulterael. 

Logistic regression is a technique that does not take into account 
the ob\~ous dependeneies IJclween the altributes. To test the 
strength of dependeneies between attributes we experimented ,,~th 

graphieal models, specificaJly by using a sofTware package for 
leaming Bayesian networks (i.e. the deal package v1.2-30) [62]. The 
learning set used to train the logistic mode! was also used to train a 
Bayesian network. The resulting network exhibirs several depen
deneies berween the amibutes (Figure 55), many of wllich arc 

expected sinee sorne artributes arc derived from the same underl)~ng 

datasets. I\Jthough predictive accuracy might be improved if these 
attIibute dependeneies were aecounted for, doing sa would requu'e a 

more sophistieated predictive mode! that relies on an abundance of 
data to accurately quantify the dependeneies. Due to The paucity of 
attribute data for some genes (e.g. a gene may only have data for the 
Exp and N attributes), sueh a predict.ive modcl trained \~Ih the 
eurrent datasers would not neccssarily be advantageous over a 
simpler modcl (such as a logistic regression mode!). 

Predictions from other genetic interaction predictors 
The functional interactions predieted by the Lee et al. method were 

oblained from the WorrrL\let v 1 core set [9]. The genetie interactions 
predieTed by the Zhong and Sternberg method were downlaaded i.n 

June, 2006 [10]. The names of the genes in these prediction datasers 
were updated to the names used in WormBase relea~c WS 180. 

Quantifying the information available for a gene 
In quanrifying the information available for a gene, we taok into 

aecoum the usefulness of partieular types of data for the prediction 
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of genetie interactions. Speeifieally, if t.here is suffieienr data 1'0 

compute the value of a predictive attribute (e.g. Exp) for any pair 
involving a partieular gene, the usefulness of the value is quantified 
by the magnitude of the weight of the attribute in the predictive 
modcl (e.g. 1(bpI). The total quantity of information available for 
a gene is th us defined as the sUm of the magnitudes of weights 
corresponding ta attributes for which values ean be eomputed. 

The quantities were scalcd ta be in [0,1] via division by the 
maximum quantity achicvable. The subsequent relative quantities 
allow far eamparisans betwccn predietors that use different 
attributes (see Figure S3). 

Analysis of the predicted genetic interaction network 
with pathway annotations 

The biologieal validiry of the predicled genetic interaction 
nerwork was assessed in silico by computing the shortest path 
distance bet\veen genes annOiated to the same patll\\'ay. VVe 
defined the predieted network sueh that anode exists for eaeh C. 
degans gene and an ed~e exists bet\veen t\~o genes if they are 
predicted to genetically inlerael. Wc also detined lOOK random
ized net\~orks sueh that each randomized network is identieal to 
the predined network, exeept rhat the l'lodes arc assigned a 
random permutation of the gene labels. C. elegans pathway 
annotations derived from human were obtained from KEGG 
l'clcase '\JI. (http://www.~enome.jp/kegg/) and signaling pathway 
annotations derived direetly from C. elegan5 were obtainecl from 
[63] (Table 53). Using the predicted nerwork and eaeh 
randomized net\l'ork, the shortesi path distance (i.e. the minimum 

number of edges to traverse in a given network ta gel' (rom one 
gene to the other) was computed for every pairing of genes 
annotated to the same patlnvay. For each network, wc 

subsequentiy computed d" the number of pathway gene pairs 
wilh shortest path distance = i, for i = 1,2. dl represents the number 
of within-pathway interactions based on the given set of pathway 
annotations (Figure 3A). d1 rcpresents tbe number ofpathway gene 
pairs that arc not connected directly, but sbare ~ 1 neighbor in the 
net\vork, suggesting within- or between-pathway interactions 
(Figure 313). LeT d"p"'d represent d, of the predicted neTwork. The 
signifieance of d,.pml was estimatcd witb a permutaTion P 
value = (x+ 1)j(N + 1) [64], where x is the number of randamized 
nerworks with d,~d,.p"d, and N is the total number of randamized 
neTworks. VVe further examinecl pathway gene pairs with shortest 
palh distance = 2 in the predicted net\vark. Speeifieally, we 
computed the percentage al' these pairs that satisfy the following 
criterion: the given pair has ~ 1 shared neighbor that is not 
annotatec! ta any of the pathways assaciated \\~th eiTher member of 
the pair. Tbe pairs that satisfy rhis criterion likcly exhibit predicted 

within-pathway interactions Wilh an unknown member of the 
palhway of the pair, or preclicrcd bet\veen-pathway interactions. 

Nematode strains 
:.iematocks were grown on nematode growth media 0JGM; 

I3renner, 1974) al 20°C. Bristol strain N2 animals were usecl as wiJd
type animais. :.iematode stJ'ains eontaining The following allcles were 
reo-ievecl from the Caenor/wbditis Genetù: CenJer(CGC), whieh is funded by 

the \TlH è'\Iational Center for Researeh Resourccs ()JCRR): rrf 1 
(pk] 417), ppw-1 (jJk2505), dyb-1 (cx36), uw:-89 (e1460), Ulu:-89 (5t85), unc
89 (okl116), unc-89 (ok1659), uw:-96 (5u151), b'a-4 (ok1636), me/-11 
(5b56), tlp-2 (gk298) (WormBase: WBGene00006615), srrw-1 (0k359) 
(WormBase: WBGenc00004888), aJpm-1 (ok1208), b'n-36 (n766) 
(WormBase: WI3Gene00003021), F42G8.10 (okI 199) (WormBase: 
W13GeneOOOI8361), wg-163 (ok644) (WormBase: WBGene00006508), 
F54D5.4 (ok2046) (WormBase: WI3GeneOOO 10050), dj'5-1 (cx18), 11111- 1 
(ce561) (sec Table S8). 
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RNAi and drug treatment 
l3lebbistatin (l00 IlM) and ML-7 (50 IlM) were ineorporated in 

:"IGl\! agar before plate pouring. The drug-eontaining plates were 
used throughout R..\lAi treatment. The pL4440-dest-gdi-l eon
struel, used to submit animais to R..\lAi against gdi-l, was kindly 
provided by Dr Marc Vidal, Dana-Farber Cancer Institute. The 
pL44'!:0-dest-eg/,b eonstruet was generated as deseribed previously 
[65]. These eonstruets were transformed into HT 115 (DE3) strains 
[66] and the animais were submitted to RNAi treatment as 
previously deseribed [67]. To score the sterility phenotype (Ste), 
synehronized LI larvae were fed R:"IAi-expressing baeteria for 72h 
at 18°C. Three young adults were then transferred to fresh plates 
seeded with R..\lAi-expressing baeteria and they were aJlowed to 
lay eggs for 48h at 18°C. The progeny were eounted and sterility 
was mcasured as detailed in the Epistasis statisties section. The 
penetranees of the endomitotie oocyte (Emo) and gonad 
morphogenesis defeet (Gon) phenotypes were seored arter D!\PI 
staining the R..\lAi-treated animais fixed with methanol. Emo and 
Gon phenotypes were seored by fiuoreseence mieroseopy using a 
Leiea DM5500 microscope equipped with a 63 x oil-immersion 
objective and using regular sets of fùters for excitation at an ultra
violet wavelength. An animal was eonsidered as expressing the 
Erna phenotype if at lcast one endomitotie oocyte was present in 
the gonad. An animal was eonsidered as expressing the Gon 
phenotype if its gonad was signifieantly shoner than gonads 
observed in :"12 animais. The position of the gonad turn with 
respect to the anterior and posterior intestine nuclei was used to 
measure the relative lcngth of a gonad. Muscle degeneration was 
observed in methanol-fixed nematodes upon polarized-Iight 
illumination, using a Leiea DM5500 microscope equipped with 
a 100 x oil-immersion objective. Only the centermost 20 eells of 
the two musele quadrants faeing the objective were observed to 
quantify the abnormal eells. Fluorescent mieroseopy pietures were 
captured using the Leica DFC350FX R2 camera and the Leica 
AF6000 software series. Polarized light microscopy pictures were 
caplured from a Zeiss Axioimager ZI equipped with a 63 x oil
immersion objective and an Axiocam HRM camera controlled by 
the Axiovision software v4.5. The potenrial modulation of R:"IAi 
efIiciency in the different backgrounds tested, and the relative 
contribution of balancers to identified genetic interactions, were 
examined to confirm the validity of our results (sec Text 51 and 
Figure 56). 

Measurement of sheath cell contraction 
Sheath cell contraction rates were scored III anesthetized 

animaIs (0.1 % trieaine and 0.01% tetramisole in M9 buffer) as 
previously described [68]. Basal contractions were estimated by 
monitoring lateral sheath displacement [69] upon DIC illumina
tion at room temperature, using a Leica DM5500 microscope 
eguipped with a 63 x oil-immersion objective. 

Epistasis statistics 
Let ~x E [0,1] represent the lcvel of a particular phenotype 

expressed by genetic population x. Conversely, let F, = l-~., 

represent the "fitness" of x with respect to the phenotype, e.g. a 
maximal value of 1 indicates that the phenotypic defects are 
absent in ail animais of type x. Let ~"" ~g,j;_I, ~",/gdj-' and ~"'I 
represent the Ievel of the phenotype expressed by animals with 
mutation(s) in (predieted interactor) gene m, wild-type animais 
submitted to gdi-l (RNAi), m-mutant animais submitted to gdi
1(R.NAi) and wild-type animais, respectively. Three different 
madels were used to quantify epistatic effects through an epistasis 
coefficient 8. The models use values that have been normalized to 
wild-type lcvels, i.e. ~.;=~X-~"'I and F;=Fx/F...1 . Under the 

minimum mode! [70]: 

8=(FIII/gdi_1 -F...1)- min (FIII-F...1,Fgdi_1 - Fu' l ) 

= max (~;",~~di-I )-~:,,/gdi-I 

Under the additive mode! [25]: 

Under the multiplicative mode! [25]: 

vVithin each mode!, a function of rhe phenotypie level expressed by 
the doubly-altered population (e.g. ~",/.<d,.') is compared to some 
expectation of the lcve!, given what is known about the populations 
\Vith the singlc-gene perturbations. This expeetation is eomputed 
bya model-speeifie function, j(~"" ~.~dj." ~"'I) E [0,1]. For example, 
under the acldilive macle!, f(~",,~gdj-I'~u-r>=~;,,+~~(j;-I if 

~;II + ~~dj-I :S l, othenvise f(~III'~K"'~ 1'~"'I) = 1. 
If B<O, rhere is a synergistie interaction between m and gdi-l. If 

8>0, rhere is an antagonistie interaction. Wc also iclentified genes 
that, when mutated, speeifieally suppress the phenotypie effeets of 
gdi-l(RNAi) (observed in wilcl-rype animais). This was aehieved by 
statistically tesling if ~~,j;-l - ~:"/8di-1 > O. See Tex! SI for details 
regarcling ail sraristical tests performecl, inclucling clerails about our 
normality assumption (Figure S7). 

The Sre leve! expresseel by a gencric population x \Vas clefinecl as 
~x = 1 - B,.j B"'I> where B, ancl BW1 arc the brood size measure
ments for x anel wilel-rype animais, respectivcly. The Con and Emo 
lcvcls were dcfined as ~x =I1,.jl1uolU/, wherc n,. is the number of x 

animais observecl to have Ihe phenotype and n U010' is Ihe toral 
number of x animaIs examined. 

Statistic for the suppression of muscle degeneration 
Ler rP., = yx/n,. represent rhe level of muscle degenerarion 

expresse cl by an animal in genetic population x, whel'C)" is the 
number of abnormal muscle cells and n,. is the rotai number of 
muscle cclls observecl in rhe animal. ln each inelependenr 
expcriment, al lcast 20 animaIs were observed for ca ch 
genetic popularion. Wc staristically tesred the hyporhesis rhar 
~",/.~di'l <rP"" i.e. gdi-l (R.NAi) treatment suppresses the muscle 
degeneration observed in rn-mutant animaIs. Specifically, rhe 
hyporhesis was resleel using the Mann-''Ilhitney test and a P 
value was obtainecl for each inelepenelenr experiment. The P 
values were combined ro compute an overall P value using rhe 
weighred-.( merhod [71] (f/= 3). The weighr of each indepen
clent experiment was the toral number of animais observecl 
(i.e. rhe number of gdi-l (R}/Al) treatecl rn-mutanr animais 
observed plus rhe number of conrrol-treated rn-mutant animais 
observecl). 

Supporting Information 

Text 51 Supporting Methods.
 
Found ar: doi: 10.1371 /journal.pone.OO 10624.s00 1 (0.05 M13
 
DOC)
 

Figure 51 Rerciver-operating-characteristic curve of the genetic
 
inreracrion predicror. The error rates were estimared w~rh Jcave

one-out cross-validarion. The thresholel associated with each point
 
(i.e. a pair of rates) is inelicared in red rexl. On!y rhe portion of rhe 
cun'e \,~th the smallesr false positive rates is shown sincc, in 
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praclice. having fewer false positives instead of greater scnsitivity is
 
more important for laborious experimental validation.
 
Found al: doi:10.1371/journal.pone.0010624.s002 (0.08 ME
 
TIF)
 

Figure 52 Comparison of genome-wide genetic interactions
 
predicted by different approaches. (A) Venn diagrams of
 
predieted interactions from Zhong and Sternberg [J 0], Lee
 
et al. [9] and this study. Lcft, interactions between any C. elegans
 
genes. R..ight, interactions berween C. elegans genes with human
 
orthologues. Our approaeh prediets many nove! interactions and
 
about 85% of them are between C. elegans genes without hum an
 
orthologues. (E) Comparison of the mean number of predicted
 
interactions per gene and the pereentage of genes with predicted
 
interactions (i.e. the percentage of the genome covered by the set
 
of predicted interactions), bet"veen two studies. The eomparisons
 
are made in the eontext of mental retardation and synaptie
 
plaslieity (MRSP) genes only and in the genome-wide contcxt
 
(G"\~. (C) Comparison of the number of human genes whose C.
 
elegans orthologues have predieted interactions, stratifJed by gene
 
characterization index (sec Text SI). Our approaeh predicts
 
novel interactions for genes orthologous to poorly-characterized
 
human genes.
 
Found at: doi: 10.1371 /journal.pone.OO 10624.s003 (0.42 ME
 
TIF)
 

Figure 53 The re/ationship berween the quantit), of information
 
availablc for a gene and the number of predieted genetie
 
interactions. The quantity of information available for a gene is
 
a measure that takes into aceount the fact that some gene pair
 
attributes are more informative than others for predicting genetic
 
interactions. Sec the iVIethods for the computation of thc total
 
quantity of information for eaeh gene. MRSP: mental retardation
 
and synaptie plastieity; ZS: Zhong and Sternberg [10]. (A) The
 
total quantity of information availablc for MRSP genes with the
 
ZS approaeh and with our approach. The three sets of boxplots
 
correspond to ,MRSP genes with predicted interactions in this
 
study only, in the ZS study only and in neither study, respective/y.
 
(B) Types and tutal qllalllity of information availablc for MRSP 
genes with the ZS approaeh and with our approaeh. Eaeh column 
corresponds to a gene and a black entry indieates that there is 
information for the gene of the type specifJed (to the left) by the 
raw (except for the row labcled "Total quantit), of information"). 
The ZS approaeh separates Ù1e information from three organisms: 
Saalzaromyces cereuisiae (Sc), Drosophila meianogaster (Dm) and Caenor
/wbditis elegans (Ce). The information t)'Pes (i.e. attributes) of this 
study arc deseribed in the Results and Methods. For each 
approach, there is also a row indicating the total quantit), of 
information (sealed between 0 and 1), where white and black 
indieate zero and ma..ximal information, rcspectivcly. The 
heatrnap in the middle illustrates the number of interactions 
predicted for each gene by the different approachcs, where a 
greater intensity of red corresponds to a greater num ber. gdi-1 is 
highIighted in green. 
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0010624.s004 (1.22 ME 
TIF) 

Figure 54 Different methods for estimating the P value 
associated with a Pearson correlation value measuring the 
coexpression of rwo genes in the Kim et al. dataset [14). Thc 
grey bars indieate the empirieal P values associated with bins of 
correlation values. The t-distribution (blue Jine) and Fisher's Z 
transform (red line) methods do not produee P vaJues that match 
the empirieal trend cJoscly. In eontrast, the fitted normal 
distribution approximates the empirical distribution well (green 
hne). 

Found at: doi: 10. 1371 /journal.pone.OO 10624.s005 (0.14 MB TIF)
 

Figure S5 The dependeneies between the predictive gene pair
 
attributes as defmed by a learned Eayesian network. See the
 
Melhods for how the Eayesian network was derived.
 
Found at: doi: 1O. 1371 /journal.pone.OO 10624.s006 (0.13 ME
 
TIF)
 

Figure S6 The interaction ofgdi- 1 wirh unbalanced heterazygotes
 
of aspm- 1(ok 1208). The mean penetrance/ expressivity of the Emo
 
phenotype in wild-t)'Pe (w4 or unbalanced aspm- 1(ok 1208) hetero

zygotes (aspm-l(okI208) +/ -J, submiued to either egfp or gdi-J
 
R..\lAi, is shown. The error bars correspond to ::':: one standard
 
error over tlltee independent experiments. (*) indicates a statistical
 
differenee belween wt and aspm- 1(ok1208) +/ - animals submiued
 
to gdi-I(RNAi) (~0.05, sec Mer.hods).
 
Found at: doi: 10.1371 /journal.pone.OO 10624.s007 (0.08 MB
 
TIF)
 

Figure S7 Validit), of the normalit), assumption for the
 
application of Student's t-teSlS to phenot)'Pe measurement data.
 
The bars represent the empirical dislribution of sealed phenotype
 
values indueed by gdi-I(1?/l'Ai) treatment (sec Texl SI). Eaeh red
 
line is a fiued normal distribution.
 
Found at: doi: 10.1371 /journal.pone.OO 10624.5008 (0.1 1 ME
 
TIF)
 

Table SI Genetie interactions hand-curated from the literature.
 
Found at: doi: 10.1371 /journal.pone.OO 10624.s009 (0.05 ME
 
XLS)
 

Table S2 Performance of genetic interaction predictors.
 
Found at: doi: 10.1371 /journal.pone.OO' 0624.s0 10 (0.02 ME
 
XLS)
 

Table 53 Signaling pathway gencs curated from the C. elegans
 
literaturc.
 
Found at: doi: 10.1371 /journal.pone.OO 10624.s0 Il (0.05 MB
 
XLS)
 

Table S4 Curated set of mental retardation and synaptic
 
plastieit), genes and their C. elfgans orthologues (204 genes).
 
Found at: e1oi:JO.137Iljournal.pone.0010624.s012 (0.04 ME
 
XLS)
 

Table 55 Epistasis eoef1icients of experimentally testeel genetie
 
interactions.
 
Found ar: doi:10.1371/journal.ponc.0010624.s013 (0.03 MB
 
XLS)
 

Table 56 Epistasis l' "alues of experimentally test cd genetic
 
interactions.
 
Found at: doi: 10.1371 /journal.pone.OO 10624..10 14 (0.02 ME
 
XLS)
 

Table 87 NC values of 63 logistic regression modcls that use
 
different combinations of the gcne pair amibutes.
 
Found at: doi: 10.1371 /journal.pone.OOI 0624.s015 (0.03 ME
 
XLS)
 

Table S8 Genotypes of C. df;gl1ns mains used in this study.
 
Found at: doi: 10.1371 /journal.pone.OO 10624..10 16 (0.02 ME
 
XLS)
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Discussion 

gdi-1 joue des rôles importants dans la fertilité de C. elegans 

Il s'agit de la première étude portant uniquement sur gdi-l, l 'homologue jusqu'alors 

non caractérisé de GD!l chez C. elegans. Contrairement à l 'humain et à la souris, C. 

elegans ne contient pas deux mais qu'un gène codant pour une RabGDI. 11 s'agit 

d'un gène essentiel puisque le mutant contenant une délétion dans J'allèle tm660 est 

stérile et non viable (Mitani 2000). L'ARNi permet d'étudier la fonction de ce type 

de gène, car étant donné qu'il s'agit que d'une diminution d'expression du gène, il 

demeure une quantité suffisante de protéine pour assurer la survie. Par contre, cette 

méthode ne permet pas de diminuer l'expression de manière substantielle dans les 

cellules neuronales de la souche sauvage. Cependant, il est possible de faire un 

traitement ARNi dans la souche KP3948 (eri-l;lin-l5b), Cette souche a monté une 

hypersensibilité à l'ARNi, notamment dans les neurones (Sieburth, Ch'ng et al. 

2005). La diminution de l'expression de gdi-l n'a pas d'effet apparent majeur dans 

les organes autres que le système reproducteur dans la souche N2. Les voies de 

signalisation impliquant gdi-l dans le système reproducteur peuvent néanmoins être 

conservées, du moins partiellement, dans le système nerveux chez les mammifères. 

En effet, il a été documenté qu'une voie de signalisation pouvait très bien être 

conservée dans un processus biologique différent et dans un autre organisme 

(Gilbert and Bolker 2001). 

Rôle de gdi-l au niveau germinal et somatique 

Dans les résultats présentés au chapitre II nous montrons que gdi-l pourrait avoir un 

rôle à jouer au niveau de l'endocytose de lipoprotéines yolk et au niveau du 

réarrangement du cytosquelette. Ces deux résultats ont été observés par rapport à 

l'oocyte et donc au niveau germinal. Dans cette partie des résultats, nous montrons 

aussi que les animaux gdi-l (ARNi) présentaient un défaut de morphologie de la 
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gonade (Gon) indépendant d'une altération de la prolifération des cellules 

germinales. D'ailleurs, à la figure 3 de l'article au chapitre III nous montrons grâce 

aux souches ppw-l(Pk2505) et rrfl(pkI417) que gdi-l joue un rôle plus important 

pour la fertilité au niveau somatique que germinal. En effet, nous y montrons qu'il y 

a une diminution de la contraction des cellules myoépithéliales de la gonade ainsi 

qu'une défectuosité au niveau de la gonadogenèse (Gon). Ces deux processus sont 

contrôlés essentiellement au niveau somatique. Pour ce qui est du phénotype Emo, 

comme nous l'avons vu précédemment, il est causé par un problème d'ovulation 

et/ou de maturation de l'oocyte, donc soit au niveau somatique ou germinal. 

Y a-t-il un lien entre les phénotypes observés chez C. elegans gdi-l (ARNi) 

À quel point les phénotypes observés au niveau du système reproducteur sont liés? 

Chacun des phénotypes peut engendrer la stérilité. Étant donné que les Rabs peuvent 

toutes être potentiellement régulées par gdi-l, il est possible que les différents 

phénotypes soient causés par des processus biologiques distincts perturbés par le 

manque de gdi-l. À l'inverse, peut-être qu'un seul processus biologique affecté par 

la diminution d'expression de gdi-l engendre à lui seul, sous forme de cascade, tous 

les phénotypes affectant le système reproducteur. Voici différentes hypothèses de 

liens entre les différents phénotypes causés par gdi-l (ARNi). Par exemple, il est 

possible que le défaut de contraction provoque le phénotype Emo en perturbant 

l'ovulation. Ou encore, est-ce que le phénotype Emo pourrait être causé par une 

mauvaise maturation de l'oocyte (e.g., réarrangement du cytosquelette, endocytose 

du yolk) et que ce problème soit le point de départ d'une mauvaise ovulation. Enfin, 

selon notre hypothèse que gdi-l jouerait un rôle primordial dans la morphologie 

cellulaire lors de la gonadogenèse, il serait logique que ce soit le phénotype Gon qui 

soit le précurseur des autres phénotypes. En effet, l'anomalie morphologique de la 

gonade ainsi que les défauts de contraction et d'ovulation, pourraient être due à une 

malformation des cellules somatiques des gonades jouant un rôle dans ces deux 

mécanismes. Il est en effet tout à fait probable qu'une mauvaise régulation de la 
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contraction du système actine-myosine au niveau des cellules somatiques des 

gonades puisse exercer de la résistance mécanique à l'allongement des gonades lors 

de la morphogenèse de cette dernière ainsi qu'une contraction inefficace de celle-ci 

lors de l'ovulation. 

Au contraire, peut-être que les phénotypes ne sont pas tous reliés. Ainsi, gdi-l 

(ARNi) perturberait le système actine-myosine dans les DTCs pendant la migration 

de la gonade lors du développement et aussi dans la contraction de la gonade 

pendant l'ovulation. gdi-l (ARNi) perturberait aussi l'endocytose du yolk et/ou le 

cytosquelette lors de la maturation des oocytes provoquant le phénotype Emo. 

Toutes ces perturbations affecteraient de façon indépendante la fertilité. 

La myosine. son rôle dans la contraction et dans la 
morphologie des neurones 

L'inhibition de la myosine et de MLCK suppriment certains phénotypes de 
gdi-l (ARNi) 

Dans cette étude, nous montrons que gdi-l (ARNi) a notamment un phénotype de 

diminution de la contraction des cellules myoépithéliale de la gaine de la gonade. De 

plus, les inhibiteurs ML-7 et blebbistatine (qui ciblent respectivement MLCK et 

l'ATPase des myosines II) ainsi que des mutations dans le gène unc-89, codant pour 

une protéine ayant un domaine MLCK, suppriment certains phénotypes de gdi-l 

(ARNi). 

L'ovulation chez C. elegans 

Chez C. elegans, les cellules de la gaine de la gonade responsable de la contraction 

lors de l'ovulation sont des cellules musculaires non striées nommées cellules 

myoépithéliales (Hall, Winfrey et al. 1999). La contraction est régulée de différentes 

façons afin d'être couplée avec la maturation de l'oocyte (Ono, Yu et al. 2007), et 

elle est déclenchée par l'augmentation du taux intracellulaire de calcium (Yin, 
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Gower et al. 2004; Xu, Lee et al. 2005). La troponine et la tropomyosine sont requis 

pour l'ovulation (Ono and Ono 2004), ce qui n'est pas normale pour des cellules non 

striées puisque la troponine est généralement exprimée dans les cellules striées (Ono, 

Yu et al. 2007). Les muscles lisses (non striés) des vertébrés utilisent plutôt un 

système faisant intervenir la kinase des chaines légères de myosine (MLCK) pour 

activer la contraction suite à l'augmentation du Ca2 
+ (Takashima 2009) (Figure 4.1). 

Cependant, plusieurs régulateurs de la myosine et MLCK sont aussi requis pour 

l'ovulation chez C. elegans (Norman, Fazzio et al. 2005). Donc l'interaction actine

myosine serait probablement régulée via les dcux systèmes, troponine et MLCK, 

chez les cellules myoépithéliales de la gonade de C. elegans. 

Skeletal Muscle Cardiac Muscle Smooth Muscle 

Nauron 
Ca channel 

Car- . Calo
Ca" l::.c..'~_.
 

...
 
0.15 

c.almodulin 

Muscle Contraction 

Figure 4.1 Contraction musculaire selon qu'il s'agisse du muscle squelettique 
(cellules striées), cardiaque (cellules striées) ou lisse (cellules non striées). Dans les 
trois cas, il s'agit d'une stimulation faisant intervenir le calcium. Dans les deux 
premiers cas, la contraction est contrôlée par la troponine alors que dans le 
troisième, par MLCK. L'augmentation du taux de calcium est prolongée dans les 
muscles lisses comparée aux muscles squelettiques et cardiaques. Tiré de 
(Takashima 2009). 
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La myosine et son inhibiteur blebbistatine dans la morphologie des 
neurones 

Les neurones projettent des terminaisons axonales et dendritiques afin de 

communiquer avec d'autres cellules. Les épines dendritiques reçoivent des signaux 

de la part des synapses provenant des axones (Figure 4.2). Les neurones montrent 

des changements de morphologie importants au cours du développement (Sekino, 

Kojima et al. 2007) (Figure 4.3). 

Figure 4.2 Photographie représentant les principales parties neuronales et la 
communication entre deux neurones. Tiré de (Zubov). 
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Figure 4.3 Morphologie des épines dendritiques. (A) Épines immatures appelées 
filopodes (7 jours) et (B) épines dendritiques matures (21 jours) avec des têtes en 
formes de champignons. (C) Représentation schématique d'un filopode, et des 3 
types d'épines dendritiques : mince, trapu et en forme de champignon. Les disques 
en gris représentent les densités post-synaptiques (PSD) et les cercles rouges les 
filaments d'actines. Tiré de (Sekino, Kojima et al. 2007). 

Les changements de morphologie des épines dendritiques est très importante pour 

l'apprentissage et la mémorisation (Sekino, Kojima et al. 2007). La potentialisation à 

long terme est associée à la plasticité dendritique (Matsuzaki, Ellis-Davies et al. 

200 l). En plus de cette plasticité morphologique, les dendrites et les axones ont 

aussi la capacité de se déplacer rapidement (Dunaevsky, Tashiro et al. 1999) 

(Bonhoeffer and Yuste 2002). La myosine joue un rôle dans la régulation de la 

dynamique des épines dendritiques de façon indépendante à la 

polymérisation/dépolymérisation d'actine (Okamoto, Nagai et al. 2004). La myosine 

régule la dynamique de l' actine. Elle se lie à l'actine et hydrolyse l'ATP pour activer 

le déplacement et maintenir la tension dans les filaments d'actine (Sellers 2000). La 

myosine II sarcomérique est présente dans les muscles squelettiques et les myosines 
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lIA et lIB dans les cellules non musculaires. La myosine lIB est prédominante dans 

les cellules neuronales (Kawamoto and Adelstein 1991). La molécule blebbistatine 

inhibe spécifiquement J'activité ATPase des myosines II. L'ARNi contre la myosine 

lIB et la blebbistatine engendrent la perte de la forme en champignon des épines 

dendritiques dans les cellules de l'hippocampe des rats (Ryu, Liu et al. 2006). De 

plus, la myosine n joue un rôle dans le déplacement d'actine de la partie distale vers 

la partie proximale, dans les dendrites en croissance (Medeiros, Burnette et al. 

2006). 

MLCK et son inhibiteur ML-7 dans la plasticité synaptique 

La MLCK est une kinase calcium/calmoduline dépendante qui phosphoryle la chaine 

légère régulatrice de la myosine engendrant donc la contraction des filaments 

d'actomyosine. MLCK est impliquée dans: la libération de neurotransmetteurs; 

l'activité du récepteur N-méthyle-o-aspartate; la morphogénèse neuronale telle que 

la régulation de la motilité des cônes en croissance (Sekino, Kojima et al. 2007). Des 

processus similaires sont impliqués dans les étapes de formation de la mémoire. ML

7 est un inhibiteur spécifique de MLCK. L'injection de ML-7 dans l'amygdale de rat 

augmente la LTP, la mémoire à court terme ainsi que la mémoire à long terme 

(Lamprecht, Margulies et al. 2006). 

ML-7 comme agent thérapeutique potentiel contre le RM 

Nous avons montré l'antagonisme entre gdi-l et les régulateurs de la contraction de 

la machinerie actine-myosine. De plus, nous avons montré que ces phénotypes 

étaient également supprimés par les agents ML-7 et blebbistatine qui inhibent 

respectivement les MLCK et l'activité ATPase de la myosine n. Rappelons qu'il a 

été montré que la myosine II joue un rôle dans la morphologie des dendrites (Ryu, 

Liu et al. 2006) et que MLCK joue un rôle dans la plasticité synaptique et la 

mémorisation (Lamprecht, Margulies et al. 2006). ML-7 et la mutation de Gdi-l ont 

des effets opposés dans le cerveau de la souris, soit une augmentation ou une 
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diminution du conditionnement par la peur et de la plasticité synaptique (Lamprecht, 

Margulies et al. 2006). Il serait donc intéressant de tester si ML-7 diminue les 

symptômes neurologiques des souris Gdi-l et des patients GDII. 

Il ya interaction génétique entre unc-89 et gdi-l dans le système reproducteur de C. 

elegans, possiblement lors de la contraction des cellules de l'enveloppe de la gonade 

lors de l'ovulation. Cette interaction pourrait aussi avoir 1ieu lors de la migration des 

DTCs. D'ailleurs, nous avons observé qu'il y avait un phénotype Gon chez le mutant 

pour mel-Il, une phosphatase des MLC (Wissmann, Ingles et al. 1999), donc un 

antagoniste potentiel de unc-89. 

Antagonisme entre gdi-1 et dyb-1, identification de cibles 
thérapeutiques contre le RM et la dystrophie musculaire 

Le complexe DGC 

Dans cette étude, nous montrons qu'un des suppresseurs génétiques identifiés de 

gdi-l est le gène dyb-l qui code pour la protéine dystrobrévine. Cette protéine fait 

partie du « dystrophin glycoprotein complex» (OGC) ou « dystrophin-associated 

complex » (DAC). Des mutations dans les gènes codant pour des protéines faisant 

pa11ie de ce complexe causent une dystrophie musculaire, comme la dystrophie 

musculaire de Duchenne (OMD) dans le cas du gène dystrophine. Le complexe 

OGC est situé à la membrane plasmique, il fait un lien entre le cytosquelette et la 

matrice extracel1ulaire (Rees, Lien et al. 2007) (Figure 4.4). Ceci a pour effet de 

stabiliser les fibres musculaires lors des contraintes mécaniques causées par les 

contractions musculaires (Blake, Weir et al. 2002). Le cerveau est aussi affecté par 

les différentes mutations qui causent la dystrophie musculaire puisque les patients 

souffrent aussi de problèmes cognitifs légers (Blake and Kroger 2000). La 

dystrophie musculaire a fait l'objet de multiples recherches depuis plusieurs années. 

La pathologie est de plus en plus connue, mais il n'en demeure pas moins que c'est 

une des maladies les plus difficiles à traiter (Rees, Lien et al. 2007). Donc une 
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investigation de l'interaction génétique entre dyb-l et gdi-l permettrait de mieux 

connaître non seulement le RM mais aussi la OMO, et ainsi d'identifier des agents 

thérapeutiques contre les 2 maladies. 

Collagen in ba5allamina 

Dywophln·a5socialed 
complex 

Aclin 

Cyloplasm 

Muscle fiber Sarcolemma
 
/membrane
 

Figure 4.4 Le complexe OGC ou OAC est situé à la membrane plasmique. Il fait un 
lien en le cytosquelette et la matrice extracellulaire. Ce lien a pour effet de stabiliser 
les fibres musculaires lors des contraintes mécaniques causées par les contractions 
musculaires. Image par Lydia Kibiuk. 
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Dystrobrévine et le DGC dans la dystrophie musculaire 

Nous avons montré que non seulement la mutation dans le gène dyb-l réduit les 

phénotypes causés par l'ARNi contre gdi-l, mais que cette dernière diminution 

d'expression diminue le phénotype de dystrophie musculaire présente chez les 

mutants dyb-llhlh-l et dys-llhlh-l. Les membres du DGC chez C. elegans, dys-l et 

dyb-l, semblent réguler la stimulation cholinergique en contrôlant l'activité du 

transporteur acétylcholine SNF-6 au niveau des membranes post-synaptiques 

(Bessou, Giugia et al. 1998; Gieseler, Mariol et al. 2001; Kim, Rogcrs et al. 2004). 

Ces protéines permettraient donc une élimination efficace de l'acétylcholine dans la 

fente synaptique pour éviter l 'hyperexcitabilité musculaire et la dégénérescence 

musculaire (Kim, Rogers et al. 2004). L'altération de cette fonction serait donc la 

cause de la dégénérescence musculaire observée chez les mutants dystrophiés. 

Les changements qui surviennent dans les muscles des patients DMD sont 

complexes et il est difficile d'établir les relations entre eux. Il est d'ailleurs possible 

que la pathologie implique plus d'un mécanisme (e.g., signalisation NO, 

homéostasie du calcium, augmentation de la perméabilité membranaire et 

stabilisation des regroupements de récepteurs à la membrane plasmique) (Blake, 

Weir et al. 2002). D'ailleurs, le rôle exact du DGC dans la dystrophie musculaire est 

encore incertain (Kim, Rogers et al. 2004). Le rôle du DGC dans la signalisation 

acétylcholine n'est pas toujours mentionné comme jouant un rôle dans la pathologie 

de la DMD (Blake and Kroger 2000; Anderson, Head et al. 2002; Blake, Weir et al. 

2002; Sekiguchi, Zushida et al. 2009). Pourtant les récepteurs acétylcholines se 

regroupent avec DGC via Rapsyn (Jacobson, Cote et al. 2001), et dystrobrévine 

inhibe le recyclage du récepteur (Akaaboune, Grady et al. 2002). Peut-être que le 

rôle du DGC dans la signalisation acétylcholine est sous-estimé dans la dystrophie 

musculaire et que l'interaction gdi-l et dyb-l permettra de mieux comprendre la 

pathologie. De plus, gdi-l devient une cible thérapeutique intéressante contre la 

dystrophie musculaire. 
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Dystrobrévine et le DCC dans le cerveau 

Les anomalies dans le cerveau causées par la OMO, contrairement à la 

dégénérescence musculaire, ne seraient pas des désordres progressifs mais plutôt des 

anomalies développementales (Moizard, Billard et al. 1998). Ouchenne lui-même a 

commenté sur les déficits cognitifs des jeunes garçons atteints de la maladie 

(e.g., idiotisme, peu d'intelligence, intelligence ordinaire) (Ouchenne 1868). 

Cyrulnik et Hinton (2008) ont proposé que les troubles cognitifs de la OMO soient 

reliés au cervelet, étant donné que les déficits cognitifs engendrés par la disruption 

dans les voies cérébro-cervelet ressemblent aux déficits observés chez les patients 

OMO (e.g. problèmes de langage et de lecture). Le cervelet servirait à coordonner la 

cognition de la même façon qu'il opère pour coordonner les habiletés motrices et 

l'apprentissage, soit en aidant à automatiser et optimiser les performances dans 

certains domaines cognitifs (Cyrulnik and Hinton 2008). Maintenant, l'interaction 

potentielle entre dystrobrévine et GDI-I dans le cerveau est à déterminer. 

Dystrobrévine dans la signalisation cellulaire 

Le OGC est donc aussi exprimé dans les tissus non musculaires et il est maintenant 

considéré comme une protéine d'échafaudage du cytosquelette sur lequel des 

complexes de signalisation sont assemblés (Grady, Grange et al. 1999) (Ceccarini, 

Grasso et al. 2007). a-Dystrobrévine est exprimée dans les muscles squelettiques, le 

cœur, les poumons et le cerveau, alors que ~-dystrobrévine n'est pas exprimé dans 

les muscles, mais plutôt dans le cerveau, les poumons, les reins et le foie (Blake, 

Nawrotzki et al. 1996; Sadoulet-Puccio, Khurana et al. 1996; Peters, O'Brien et al. 

1997; Blake, Nawrotzki et al. 1998). Étant donné que les dystrobrévines ne 

possèdent aucune activité enzymatique en soi, leurs implications dans les voies de 

signalisation seraient dépendantes d'interaction avec d'autres protéines (Ceccarini, 

Grasso et al. 2007). En effet, comme dystrophine, a et b dystrobrévines peuvent se 

lier avec une ou deux molécules de syntrophine (Grady, Grange et al. 1999; Loh, 

Nebenius-Oosthuizen et al. 2001). Ces dernières protéines recrutent à leur tour 
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d'autres molécules de signalisation au DGC, comme les protéines kinases, nNOS, 

canaux ioniques et des récepteurs membranaires (Albrecht and Froehner 2002). Les 

composantes du DGC sont la cible de différentes kinases qui régulent la dynamique 

de leurs interactions. D'ailleurs, la phosphorylation de a dystrobrévine aux jonctions 

neuromusculaires serait un rôle clé dans la régulation du remodelage synaptique 

(Grady, Akaaboune et al. 2003). 

Le rôle des dystrobrévines dans la signalisation cellulaire commence à être mieux 

connu grâce aux études de leurs partenaires de liaison: syncoilin, desmuslin, 

DAMAGE, dysbindin et pancortin (Benson, Newey et al. 2001; Mizuno, Thompson 

et al. 2001; Newey, Howman et al. 2001; Albrecht and Froehner 2004; Veroni, 

Grasso et al. 2007). Les dystrobrévines se lient au domaine de liaison cargo de la 

chaine lourde de kinésine et, in vitro, ~ dystrobrévine phosphorylée se lie moins bien 

à la kinésine (Macioce, Gambara et al. 2003; Ceccarini, Grasso et al. 2007). Cette 

interaction pourrait jouer un rôle dans le transport intracellulaire. Il est donc possible 

que l'interaction entre gdi-l et dyb-l soit conservée chez l'humain et que cette 

interaction se fasse via les protéines motrices kinésines. 

a et ~ Dystrobrévines interagissent physiquement avec 2 sous-unités régulatrices de 

protéine kinase A cAMP-dépendant (PKA), qui sont toutes deux exprimées dans le 

cerveau. La phosphorylation par PKA joue un rôle essentiel dans de nombreux 

processus biologiques tels que la prolifération cellulaire et le métabolisme (Skalhegg 

and Tasken 2000), ainsi que dans d'autres fonctions plus évoluées telles que 

l'apprentissage et la mémoire (Kandel 2001). Les différentes phosphorylations sont 

contrôlées par la compartimentation des protéines kinases et des phosphatases grâce 

aux protéines d'échafaudage et d'encrage. Il a même été suggéré que lorsque le 

stimulus intra ou extra cellulaire atteint le compartiment en question et active les 

composantes de signalisation, les protéines d'échafaudage peuvent elles-mêmes être 

la cible des kinases et phosphatases (Ceccarini, Grasso et al. 2007). li a aussi été 

montré que les protéines d'échafaudage ne servent pas seulement à des ancrages 

49 



stationnaires dans les cellules, mais aussi en tant que composantes dynamiques de 

signalisation (Smith, Gibson et al. 2006). Le fait que la phosphorylation de ~ 

dystrobrévine par PKA montre une réduction de l'affinité pour la kinésine suggère 

que cette phosphorylation pourrait réguler le processus de livraison du cargo. Cela 

renforce l'hypothèse que la phosphorylation via PKA joue un rôle dans l'interaction 

entre kinésine et dystrobrévine (Ceccarini, Torreri et al. 2005). L'actine et nNOS 

sont connus pour être phosphorylé par PKA (Brune and Lapetina 1991) et 

dystrobrévine pourrait lier PKA à ces deux composantes. (Ceccarini, Grasso et al. 

2007) Donc, tous ces résultats montrent que dystrobrévine est non seulement un 

membre important du DGC, mais aussi une protéine multifonctionnelle suggérant un 

rôle dans différent processus cellulaires incluant le transport intracellulaire et la 

signalisation cellulaire (Ceccarini, Grasso et al. 2007). 

Les agents ML-7 et blebbistatine chez le modèle de dégénérescence 
musculaire chez C elegans 

Ces deux agents n'ont pas été testés dans le modèle de dégénérescence musculaire. 

Rappelons que ces agents suppriment des phénotypes causés par gdi-l (ARNi) et 

que nous avons montré que gdi-l interagit avec dyb-l dans le modèle de 

dégénérescence musculaire. Il serait intéressant de voir l'effet de ces agents dans ce 

modèle, car comme DYB-l et GDI-l, ML-7 et blebbistatine interagissent avec le 

cytosquelette. Il est donc pertinent de faire un tel test, d'autant plus qu'il serait 

expérimentalement simple de le faire. 

Les microtubules seraient un lien dans l'interaction entre 
gdi-1 et aspm-1 

Comme nous l'avons montré, un autre gène qui interagit avec gdi-l est aspm-l 

(abnormal spindle-like, microcephaly-associated). Tel que l'indique son appellation, 

ASPM est associé à la microcéphalie, maladie qui est caractérisée par une 

diminution de la croissance du cerveau (Bond, Roberts et al. 2002). Ce gène joue un 
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rôle dans la formation fuseau mitotique. Ce fuseau est responsable du plan de 

division de la cellule, ce qui est important pour le choix entre la division symétrique 

ou asymétrique (van der Voet, Berends et al. 2009). ASPM affecterait le ratio entre 

la prolifération et la division asymétrique neurogénique des précurseurs neuronaux 

lors du développement du cerveau (Fish, Kosodo et al. 2006). Chez C. elegans, le 

fuseau mitotique est plus grand que normal et désorganisé dans l'embryon de aspm

1 (ARNi) (van der Voet, Berends et al. 2009). ASPM-l et d'autres protéines, dont la 

protéine motrice dynéine, participent au positionnement du fuseau mitotique (van 

der Voet, Berends et al. 2009) (Figure 4.5). Chez C. elegans, les gènes aspm-l et 

gdi-l jouent des rôles importants dans le système reproducteur alors que chez 

l'humain, leurs homologues sont importants pour le cerveau. Il serait intéressant de 

vérifier si GDIl et ASPM interagissent dans les cerveaux de mammifères et si 

l'altération simultanée des deux gènes diminuait les symptômes cognitifs associés 

aux mutations dans l'un ou l'autre des deux gènes. 

a 

CMD·1 0 A5PM-1 L1N-S 

cl$ Dyneln 

Microtubule 

Figure 4.5 ASPM-l interagit avec notamment la protéine motrice dynéine et les 
microtubules du positionnement du fuseau mitotique. Tiré de (van der Voet, Berends 
et al. 2009) 
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L'antagonisme de gdi-1 et tra-4 

Contrairement aux autres gènes mentionnés précédemment qui interagissent avec 

gdi-l, tra-4 est le seul qui n'interagit apparemment pas directement ou indirectement 

avec une protéine motrice. En effet, DYB-I interagit avec la protéine kinesine, 

UNC-89 avec la myosine et ASPM-I avec dynéine. (Benian, Tinley et al. 1996; 

Ceccarini, Torreri et al. 2005; van der Voet, Berends et al. 2009) tra-4 est un gène 

qui code pour un répresseur de transcription qui favorise le développement en 

femelle en réprimant les gènes spécifiques au développement du mâle. Ce gène est 

aussi caractérisé en tant que gène de la classe SynMuvB, qui régule négativement le 

développement de la vulve des nématodes (Grote and Conradt 2006) et dont certains 

gènes contrôlent aussi le développement de la gonade somatique (Bender, Kirienko 

et al. 2007). Donc en plus de tra-4, il est possible que d'autres gènes SynMuvB 

interagissent génétiquement avec gdi-l lors du développement de la gonade 

somatique. Plusieurs de ces gènes incluant tra-4 sont des orthologues de gènes 

humains contrôlant le développement neuronal (Avantaggiato, Pandolfi et al. 1995; 

McLear, Garcia-Fresco et al. 2006; Aucott, Bullwinkel et al. 2008). Donc si les 

interactions antagonistes entre gdi-l et les gènes SynMuvB sont conservés chez 

1'humain, ces gènes pourraient être des cibles thérapeutiques contre le RM associé à 

GDIl. 

Les RabGDls joueraient un rôle primordiale dans la 
morphologie cellulaire 

Au départ de cette étude, nous avions fait l'hypothèse que aGDI pouvait réguler 

l'adressage/recyclage d'un ou plusieurs récepteur(s) de neurotransmetteurs, et que le 

RM occasionné par le manque de aGDI pouvait être causé par un transport 

inadéquat de ce(s) récepteur(s). Cependant, comme potentiellement toutes les Rabs 

peuvent être régulées par aGDI et que le rôle des Rabs ne se résume pas seulement 

qu'au transport des récepteurs de neurotransmetteurs, la pathologie ne peut 

s'expliquer que par un rôle aussi spécifique. D'ailleurs, l'équipe de D'Adamo a 
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étudié pendant plusieurs années Gdi-l chez la souns, sans y trouver un rôle 

spécifique dans le transport d'un cargo en particulier. Ils ont notamment montré que 

la pathologie du RM causée par GDll ne peut s'expliquer par le fait qu'il y a une 

défectuosité d'exocytose de neurotransmetteurs dans la fente synaptique via la 

régulation de Rab-3A (D'Adamo, Wolfer et al. 2004). 

Quel est le lien entre le système reproducteur de C. elegans et le cerveau chez les 

mammifères que le manque de GDI- VaGDI pourrait perturber? 

Nous proposons ici que la morphologie cellulaire puisse être la réponse à cette 

question. En effet, la migration cellulaire et les changements de morphologie sont 

des processus importants pour le développement du cerveau ainsi que la plasticité 

synaptique, de même que pour la migration des DTCs, pendant l'élongation de la 

gonade lors de la gonadogenèse. Nous croyons que GDI-VaGDI joueraient un rôle 

primordial dans la morphologie cellulaire. 

Beaucoup de processus doivent être coordonnés pour générer un organe complexe. 

Au niveau cellulaire, ces processus incluent évidemment la prolifération et la 

différentiation, mais aussi la modulation de la morphologie cellulaire et la migration 

cellulaire (Miskowski, Li et al. 2001). Ces 3 derniers processus impliquent le 

cytosquelette. 

Lors de la formation du cerveau et lors de la plasticité synaptique, les neurones 

subissent une migration cel1ulaire et des changements morphologiques importants. 

Le cytosquelette et le transport vésiculaire jouent un rôle important dans ces 

changements. Lors de la migration, les cellules génèrent des extensions orientées de 

lamel1ipode. Ces lamellipodes se forment par une forte polymérisation d'actine et 

par un bourgeonnement de membranes, grâce à l'apport de vésicules (Lanzetti 

2007). L'exocytose et l'endocytose sont des processus très importants pour la 

locomotion cellulaire. Non seulement en procurant de nouvelles membranes pour 
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l'extension, mais aussi pour l'internalisation et le recyclage des structures adhésives 

(Lanzetti 2007) (Figure 4.6). Les filaments d'actines (F-actine) subissent un 

roulement important, procurant ainsi une plasticité aux dendrites (Star, Kwiatkowski 

et al. 2002; Cingolani and Goda 2008). Ils jouent aussi un rôle important dans 

l'efficacité synaptique en favorisant un trafic approprié des récepteurs dans les 

épines dendritiques (Cingolani and Goda 2008). Les protéines des densités post

synaptiques (PSD) sont des protéines spécialisées du cytosquelette qui assemblent 

des récepteurs aux PSDs pour médier la fonction synaptique. Les PSD contiennent 

des filaments intermédiaires, des microtubules et des F-actines qui lient des 

protéines synaptiques (Georges, Hadzimichalis et al. 2008). Les NMDA-R et 

GABA-R sont adéquatement localisés seulement si le cytosquelette d'actines et de 

microtubules sont intacts (Allison, Chervin et al. 2000). La protéine PSD-95 est une 

composante essentielle du PSD excitateur et joue un rôle dans l'apprentissage et la 

mémorisation (Migaud, CharIesworth et al. 1998). 

Afin de mieux comprendre la migration cellulaire, une étude à l'échelle du génome, 

grâce à l'ARNi, a été réalisée chez C. elegans afin de déterminer les gènes ayant un 

rôle dans la migration des DTCs lors de la gonadogenèse. La classe des gènes la plus 

abondante ayant un tel rôle àjouer fut celle de l'architecture cellulaire. D'ailleurs, la 

diminution d'expression des gènes de l'actine et de la tubuline altère sévèrement la 

migration cellulaire (Cram, Shang et al. 2006). 
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Figure 4.6 L'implication des Rabs et du cytosquelette dans la migration cellulaire. 
Le trafic des protéines intégrines se fait via les Rabs qui voyagent sur le 
cytosquelette. L'actine se polymérise dans le lamellipode en croissance. Tiré de 
(Lanzetti 2007) 

Donc les Rabs, le cytosquelette et les protéines motrices jouent des rôles importants 

dans la morphologie des neurones. Il est donc tout à fait possible qu'il en soit de 

même pour GDI-1. 

L'homologue de dystroglycan (un composant important du DGC) chez C. elegans. 

DGN-l, est exprimé dans l'épithélium et les neurones, mais pas dans les muscles. 

Cette protéine est essentielle pour la migration des axones et de la gonade (Johnson, 

Kang et al. 2006). Donc si DGN-l contrôle la migration de la gonade de la même 

façon qu'il contrôle la migration neuronale, ceci nous permet de nous demander si la 

migration des axones et celles des gonades font appellent aux mêmes mécanismes de 

signalisation. 
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gdi-l et le cytosqnelette 

Nous avons remarqué une différence de morphologie des oocytes gdi-l (ARNi), 

suggérant un problème au niveau du réarrangement du cytosquelette. Cette 

observation montre une fois de plus l'importance de l'interaction entre gdi-l et le 

cytosquelette. 

Perspectives 

Il serait intéressant d'observer la morphologie des gonades chez gdi-l (ARNi) à 

différents stades de développement afin d'identifier à quelle étape le problème 

survient. Cela permettrait de vérifier qu'il s'agit bel et bien d'un problème de 

migration des DTCs pendant le développement et non un changement de 

morphologie de la gonade lors de la vie adulte. 

Il serait aussi intéressant de commencer le traitement gdi-l (ARNi) plus tard pendant 

le développement larvaire au lieu de le faire au premier stade larvaire. Ce 

changement devrait ainsi éviter un effet de gdi-l (ARNi) sur la gonadogenèse. Ceci 

permettrait de déterminer si les phénotypes de gdi-l (ARNi) sont causés davantage 

par des processus biologiques de la vie adulte (e.g., maturation des oocytes et 

ovulation/contraction de la gonade) que par des perturbations au niveau du 

développement (e.g., gonadogenèse). De plus, cela permettrait de déterminer dans 

quelle mesure les problèmes de maturation et d'ovulation sont des conséquences de 

problème(s) au niveau du développement. Autrement dit, si le phénotype Emo et la 

diminution de la contraction de la gonade sont des conséquences du phénotype Gon. 

Ensuite, il serait pertinent d'observer certains phénotypes de gdi-l (ARNi) chez les 

souches rrfl(pkI417) et ppw-l(pk2505) qui sont résistants à l'ARNi dans les 

cellules somatique et germinales, respectivement. Nous avons déjà observé que les 

phénotypes Ste, Gon et Emo étaient grandement diminués dans la souche rrf 

1(pk1417), mais nous n'avons pas évalué d'autres phénotypes tels que la 
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morphologie des oocytes, la contraction de la gonade et l'endocytose des 

lipoprotéines yolk dans l'oocyte. Ces observations permettraient de mieux 

comprendre le rôle de gdi-l dans la maturation des oocytes. Par exemple, si gdi-l a 

bel et bien un rôle crucial à jouer dans le réarrangement du cytosquelette avant 

l'ovulation, les anomalies de morphologie des oocytes devraient être présents que 

dans la souche qui est résistante à l' ARN i au niveau somatique et non celle qui est 

résistante au niveau germinale. Le même raisonnement s'appliquerait à l'endocytose 

des lipoprotéines yolk. De plus, cela permettrait de vérifier si le phénotype de 

diminution de contraction de la gonade résulte d'une altération de la fonction de gdi

1 dans les cellules myoépithéliales de la gaine de la gonade ou est lié à un défaut de 

maturation des oocytes. 

Afin de mieux comprendre le rôle de gdi-l dans les différents processus biologiques 

discutés dans cette étude, il serait intéressant d'observer les phénotypes de gdi-l 

(ARNi) lorsque les différents partenaires potentiels de gdi-l sont ciblés, soit par 

mutations, ARNi ou par agents chimiques/pharmacologiques/inhibiteurs. Nous 

avons déjà observé certains de ces phénotypes chez les mutants pour les gènes 

prédits par le modèle bioinformatique, mais il serait pertinent de cibler aussi les 

différentes Rabs, les protéines motrices, et les protéines du cytosquelette. D'ailleurs, 

étant donné que gdi-l (ARNi) supprime la dystrophie musculaire chez C. elegans, 

ces différentes interventions pourront aussi être testées pour trouver des suppresseurs 

de la dystrophie musculaire chez C. elegans. 

Par ailleurs, il pourrait être utile d'évaluer des phénotypes post développementaux 

tels que la durée de vie et la réponse au stress afin de compléter la caractérisation de 

gdi-l. 

Enfin, notre équipe tente présentement de créer un transgénique chez C. elegans 

permettant de produire une protéine fluorescente en fusion avec GDI-l. Ce 

transgénique servirait notamment à observer le niveau d'expression tissulaire de 
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GDI-I en fonction du temps, ainsi que sa localisation subcellulaire et sa 

colocalisation avec d'autres partenaires fonctionnels potentiels. 

Cette étude a permis d'obtenir plusieurs renseignements sur gdi-J. Il sera intéressant 

d'utiliser ces informations pour mieux comprendre le rôle de Gdi-J et la dystrophie 

musculaire chcz la souris voir même dans des modèles de culture cellulaire. L'idée 

étant de passer ultimement chez l'humain. 
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Conclusion 

Nous avons caractérisé gdi-l chez C. elegans, gène qui est relié au RM chez 

l'humain. C'est en créant notre propre modèle bioinformatique que nous avons 

prédit des interactions génétiques avec gdi-l. Ces prédictions se sont avérées vrai à 

42%, ce qui est un bon taux comparé aux études antérieurs. Quatre des cinq gènes 

qui interagissent fonctionnellement avec gdi-l interagissent aussi physiquement 

d'une façon directe ou indirecte avec des protéines motrices. Deux de ces gènes sont 

aussi associés à des problèmes au niveau du cerveau. Les Rabs, les protéines 

motrices ainsi que le cytosquelette jouent des rôles importants dans la plasticité 

synaptique, la morphologie des synapses et la migration neuronale. Nous proposons 

donc que aGDI serait important pour la morphologie et la migration neuronale 

probablement d'une façon similaire à gdi-l qui joue un rôle important dans la 

migration des DTCs et la morphologie des oocytes. Le système reproducteur de C. 

elegans serait donc un bon modèle pour étudier le RM relié à GDll. Notre étude 

nous a aussi permis de montrer que non seulement la mutation dans le gène dyb-l 

réduit les phénotypes causés par l' ARNi contre gdi-l mais que cette diminution 

d'expression diminue le phénotype de dystrophie musculaire présente chez les 

mutants dyb-llhlh-l et dys-llhlh-l. GDI-l devient donc une cible thérapeutique 

contre la dystrophie musculaire, maladie dont il n'existe pratiquement aucun 

traitement. Enfin nous avons identifié une famille d'agents actifs pouvant être testée 

contre les déficits neurologiques associés à la délétion fonctionnelle de GDI-l chez 

la souris. 
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