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i1
Résumeé

Chez les eucaryotes, les microARN sont de courts ARN non codants régulant les génes
essentiels pour le développement et la différenciation cellulaire. Parmi les facteurs
cellulaires clés de cette voie métabolique, on retrouve les RNAses de type III Drosha et
Dicer, ainsi que les protéines Argonautes ALG-1 et ALG-2 chez C. elegans. Dans le but de
mieux caractériser I’implication des protéines Argonautes dans la voie des microARN,
nous avons utilis€¢ deux approches différentes. Premiérement, nous avons étudié la liaison
de la protéine Argonaute ALG-1 aux microARN chez C. elegans en fonction du stade
développemental, et ce par analyse par micropuce des microARN associé¢s avec ALG-1.
Cette étude nous a permis de remarquer que ALG-1 lie la majorité des microARN, mais
non la totalité, et ce, de facon trés importante aux stades développementaux tardifs.
Deuxiémement, nous nous sommes intéressés a ’identification d’interacteurs génétiques
d’alg-2. Nous avons donc réalisé un criblage génétique basé sur la 1étalité synthétique avec
le géne alg-2. Ainsi, lorsque le géne synthétique 1étal est muté simultanément avec alg-2,
tel qu’observé avec alg-1, la double 1ésion induit la mort de 1I’animal. De ce criblage, nous
avons isolé¢ 11 mutants, classés en 5 groupes de complémentation. Par 1’utilisation de
techniques de cartographie génétique, nous avons localisé la mutation chez le candidat sla-

1 sur le chromosome V, entre les positions génétiques de -12.7 et -3.65.



Abstract

In eukaryotes, microRNAs are small non-coding RNAs which have the role of regulating
genes essential for development and cellular differentiation. Beside the RNAse III family
members (Drosha and Dicer) and the Argonaute proteins ALG-1 and ALG-2 in C. elegans,
essential components of this gene regulation pathway are still not uncovered. In order to
characterize the implication of Argonaute proteins ALG-1 and ALG-2 in microRNA
pathway, we used two approaches. First, we studied the interaction between microRNA and
ALG-1 during worm development by microarray analysis of microRNA associated to
ALG-1. From this analysis, we observed that the majority, but not the totality, of
microRNA are associated to ALG-1, mostly at early developmental stages. Secondly, to
identify new components of microRNA pathway, we conducted a genetic screen to identify
new interactors of alg-2. Our screen is based on the synthetic lethality feature of alg-2 and
alg-1 genes. In absence of both genes, the animal can not survive. With this synthetic lethal
screen, we want to identify new genes that work in synergy with alg-2, like alg-1,
interacting in the same genetic pathway. The worms have been mutagenized and 11
mutants, classified in 5 complementation groups, have been collected. By using various
mapping techniques, we localized the mutation on mutant sla-1(gbcl) on chromosome V,

between the genetic positions of -12.7 and -3.65.
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1 Introduction aux microARN

Les microARN sont de courts ARN non codants d’environ 22 nucléotides qui ont pour rdle
de réguler ’expression des génes par leur hybridation séquence-spécifique a un ARN
messager (ARNm) cible. Chez les animaux, cette hybridation a lieu a la région 3’ non-
codante (3°’UTR) de ’ARNm. Les microARN régulent divers processus biologiques, tels
que la différenciation cellulaire, I’apoptose et le développement. Il est estimé qu’environ
3% des génes humains encodent des microARN, et que 30% des geénes seraient eux-mémes

régulés par un ou plusieurs microARN (Rajewsky, 2006).

1.1 Historique

Longtemps demeurés dans I’ombre, les microARN ont été découverts chez le nématode
Caenorhabditis elegans (C. elegans). Ce ver rond d’un millimétre de long a 1’age adulte, se
nourrissant de bactéries dans le sol, a été sélectionné par Sydney Brenner en 1965 pour ses
¢tudes sur le développement et le systéeme nerveux. De par son anatomie simple et sa
facilité¢ de manipulation génétique, cet animal s’est effectivement avéré un puissant modele
génétique et un formidable outil de recherche. Son génome a été enticrement séquencé en
1998, et la destinée de chacune de ses 959 cellules somatiques est déterminée, ce qui en fait

un animal bien caractérisé.

1.1.1 Legenelin-4

Au cours de son développement, C. elegans passe par quatre stades larvaires bien précis
avant d’atteindre 1’Age adulte. A la température de 25°C, le ver quitte I’ceuf environ 14
heures apres le début de I’embryogénese, et traverse les quatre stades larvaires (L1, L2, L3,
L4) avant de passer au stade adulte en 36 heures et de pouvoir se reproduire par auto-
fécondation (Figure 1-1). L’équipe du Dr Victor Ambros s’intéresse aux geénes
hétérochroniques chez C. elegans, génes responsables de réguler le destin des cellules
durant le développement larvaire en controlant la synchronisation et la séquence des
évenements dans diverses lignées cellulaires. Au début des années 1990, I’équipe du Dr
Ambros a étudié le géne hétérochronique lin-4, affectant la synchronisation des événements
développementaux au cours des stades larvaires dans divers types cellulaires (Lee et al.,

1993). Le géne lin-4, impliqué dans le développement par la régulation négative du geéne



lin-14, est essentiel pour permettre le passage du stade larvaire L1 au stade L2. Afin de
déterminer le mécanisme par lequel le gene lin-4 régule les niveaux du facteur de
transcription LIN-14, le groupe du Dr Ambros a cloné le locus lin-4. De fagon surprenante,
leur analyse de la séquence génomique du géne a indiqué que lin-4 n’encodait pas de
protéine. Ils ont identifi¢ deux courts transcrits de 22 et 61 nucléotides, respectivement un
lin-4 mature et une forme précurseur, la forme mature étant partiellement complémentaire a
une séquence répétée de la région 3°’UTR de lin-14 (Lee et al., 1993; Wightman et al.,
1993). En 1993, ce fut donc la caractérisation du premier microARN. Au cours d’études
subséquentes, il a été démontré que lin-4 régulait aussi négativement lin-28, un autre géne
impliqué au passage du stade L1 au stade L2 au cours du développement (Moss et al.,
1997). Peu d’intérét a été accordé a 1’époque au microARN lin-4, puisqu’il était pergu
comme phénomene isolé et spécifique au nématode. L’Histoire a cependant montré qu’il

s’agissait d’une découverte majeure.

Caernorhabditis elegans
Cycle de vie 3 25 °C

Figure 1-1 : Le cycle de vie de C. elegans.

Aprés I’éclosion, a 25°C, la larve L1 devient L2 en environ 12 heures. Le microARN lin-4
bloque la cible lin-14, permettant au ver de passer au stade L2. Aprés environ 36 heures, le
microARN let-7 régule négativement la cible lin-41, permettant au ver de passer au stade
adulte. Le ver peut se reproduire par auto-fertilisation aprés environ 40h. (Figure de
Boisvert, 2007)



1.1.2 Legéne let-7

En 2000, la découverte d’un second microARN impliqué dans la synchronisation
développementale du ver a ravivé I’'intérét de la communauté scientifique. Identifié¢ lors
d’un criblage génétique pour I’identification de nouveaux génes hétérochroniques chez C.
elegans, le microARN let-7 encode un ARN de 21 nucléotides partiellement
complémentaire a la région 3°’UTR de geénes hétérochroniques (Reinhart et al., 2000). La
premiére cible décrite de let-7 est ’ARNm de lin-41, codant pour une protéine inhibitrice
du facteur de transcription lin-29, spécifiant les patrons de lignées cellulaire et de
différenciation spécifiques au stade adulte. Ainsi, ’expression du microARN let-7 est
essentielle au stade L4 pour permettre la transition au stade adulte par I’inhibition du géne
lin-41, ce qui permet a la protéine LIN-29 d’étre exprimée dans les cellules hypodermales
(Slack et al., 2000). Une perte de fonction de let-7 cause une production inappropriée de
cuticules larvaires au stade adulte, ce qui a pour conséquence de produire des cuticules
faibles, et, dii a la pression trop élevée des gonades pour celles-ci, 1’animal éclate par la
vulve (Reinhart et al., 2000). Quelques mois plus tard, il a été démontré que le microARN
let-7 était conservé chez plusieurs especes animales, incluant des vertébrés, des ascidiens,
des hémichordés, des mollusques, des annélides et des arthropodes (Pasquinelli et al.,
2000). De plus, non seulement sa structure (Figure 1-2), mais également sa fonction
hétérochronique est conservée. let-7 est effectivement exprimé aux stades larvaires tardifs
chez C. elegans et la drosophile ainsi que 48h aprés la fertilisation chez le poisson-zébre, et
au stade adulte chez les annélides et mollusques (Pasquinelli et al., 2000). Par la suite, une
série de nouveaux microARN ont ét¢ découverts, dont plusieurs, comme let-7, étaient
hautement conservés entre les especes (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee

and Ambros, 2001).
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Figure 1-2 : Structures en tige-boucle du transcrit primaire de let-7 chez C. elegans, D.
melanogaster et Homo sapiens.

La région de 21 nucléotides correspondant au microARN let-7 est ombragée (Figure de
Pasquinelli et al., 2000).

Depuis, plus de 100 microARN ont été identifiés chez C. elegans, plus de 600 chez
I’humain, et on les retrouve chez tous les eucaryotes pluricellulaires. Récemment, des
microARN ont méme été identifiés chez 1’eucaryote unicellulaire Chlamydomonas
reinhardtii, ce qui suggére I’apparition de ceux-ci dans 1I’évolution avant la pluricellularité

et en ferait une caractéristique des cellules eucaryotes primaires (Molnar et al., 2007; Zhao
et al., 2007a).

1.2 Fonctions des microARN

1.2.1 Développement

Découverts par leur fonction hétérochronique chez C. elegans, les microARN se sont
révélés des éléments-clés pour le développement de multiples espéces de plantes et
d’animaux. Les études préliminaires d’inhibition de Dicer, nucléase essentielle a la
formation de microARN matures, ont montré que les mutants pour Dicer présentent une
1étalité embryonnaire autant chez C. elegans que chez le poisson-zébre et la souris

(Bernstein et al., 2003; Grishok et al., 2001; Ketting et al., 2001; Knight and Bass, 2001,



Wienholds et al., 2003). Les microARN semblaient alors pouvoir toucher plusieurs
processus développementaux. En effet, a ce jour, on leur reconnait un rdle dans la
prolifération cellulaire, ainsi qu’au cours des développements embryonnaire, neuronal,

musculaire, cardiaque et lymphocytaire.

1.2.1.1 Prolifération cellulaire, apoptose et différenciation cellulaire

Plusieurs événements développementaux sont effectivement régulés par la prolifération
cellulaire et par I’apoptose. Chez C .elegans, les microARN miR-61 et miR-84 ont été
identifiés comme modulateurs d’orthologues de deux oncogénes humains, vav et ras, eux-
mémes impliqués dans le développement de la vulve (Johnson et al., 2005; Yoo and
Greenwald, 2005). Chez la drosophile, les microARN bantam, miR-2, miR-6 et miR-14
régulent la croissance tissulaire en modulant I’apoptose et la prolifération cellulaire. Le
microARN bantam est un régulateur positif de croissance, les tissus surexprimant bantam
étant plus gros que les tissus normaux (Brennecke et al., 2003). La croissance exacerbée est
causée par une augmentation du nombre de cellules dii @ une augmentation de la
prolifération cellulaire et & une diminution de 1’apoptose. Ces effets seraient dus a 1’action
de bantam sur la voie de signalisation antiproliférative Hippo (Thompson and Cohen,
2006). bantam a aussi été décrit comme ayant un effet sur 1’apoptose en régulant le géne
pro-apoptotique hid. Les microARN miR-2 et miR-6, quand a eux, sont requis pour
supprimer 1’apoptose embryonnaire et agissent sur les facteurs proapoptotiques hid, grim,
reaper et sickle (Leaman et al., 2005). miR-14, lui, agit comme suppresseur de mort
cellulaire (Xu et al., 2003). Les microARN agissent aussi au niveau de la différenciation;
les microARN du locus iab-4 contrdlent I’expression du gene Ultrabithorax, induisant la
transformation homéotique des haltéres en ailes chez la drosophile (Ronshaugen et al.,
2005). De plus, d’importantes voies de signalisation, telles que Notch et EGF (Epidermal
Growth Factor), sont sous le controle des microARN (Lai et al., 2005; Li and Carthew,
2005). Ainsi, ces voies promouvoient la croissance et la différenciation nécessaires au
développement, mais un déreglement de celles-ci peut contribuer a plusieurs cancers (voir

section 1.2.2 pour plus de détails).



1.2.1.2 Développement embryonnaire

Chez certains organismes, il a été montré que les microARN jouaient un rdéle important
pour le développement précoce de I’embryon. Chez le poisson-zebre, les microARN sont
essentiels pour réguler la morphogénese du cerveau (Giraldez et al., 2005). De plus, des
études récentes ont montré I’implication des microARN dans la gastrulation, étape
nécessaire pour la formation du tube neural et de I’axe embryonnaire. Chez 1I’embryon de
Xenopus laevis, la signalisation par le ligand Nodal est cruciale pour 1’induction dorsale du
Spemann organizer, nécessaire pour la gastrulation et ’induction de 1’endoderme a former
la plaque et le tube neural. Les microARN miR-15 et miR-16 réduisent la taille du
Spemann organizer en ciblant le récepteur Acvr2a de Nodal. Les miR-15 et miR-16 se
retrouvent ventralement enrichis, puisqu’ils sont régulés négativement par la voie de
signalisation Wnt/B-caténine dorsale. Ainsi, I’inhibition de ces microARN du c6té dorsal
semble un mécanisme majeur par lequel la voie signalétique Wnt contribue a la

signalisation par Nodal et donc a la formation du mésoderme dorsal (Martello et al., 2007).

1.2.1.3 Développement neuronal

Les microARN sont aussi impliqués pour le développement et la différenciation des
neurones. Chez C. elegans, les microARN Isy-6 et miR-273 sont impliqués dans un
complexe régulant I’asymétrie gauche-droite de deux neurones chimiosensibles de la téte,
ASEL et ASER. Isy-6 réprime les genes spécifiant le neurone ASER, alors que miR-273
réprime ceux formant le neurone ASEL (Johnston and Hobert, 2003; Johnston et al., 2005).
De plus, chez le rat, miR-134 régule négativement la taille des prolongements dendritiques,
les sites postsynaptiques de la transmission synaptique excitatoire. Cet effet est produit par
I’inhibition par miR-134 de la protéine kinase Limkl, contrdlant le développement et la

fonction synaptique (Schratt et al., 2006).

Récemment, un role des microARN pour le maintien de 1’identité cellulaire neuronale a été
identifié. Le microARN miR-124 a pour cible la protéine polypyridine tract-binding (PTB),
une protéine régulatrice de 1’épissage alternatif. Durant la différenciation neuronale, le
changement d’expression de PTB et de nPTB (neuronal PTB), un isoforme neuronal de
PTB, produit de grands changements dans le patron d’épissage de génes impliqués dans des

fonctions neuronales cruciales. PTB altére 1’épissage de nPTB en empéchant 1’inclusion



d’un exon alternatif, résultant en un ARNm comportant un codon stop prématuré (Boutz et
al., 2007). miR-124 active indirectement I’expression de nPTB en inhibant PTB et favorise
ainsi la différenciation neuronale (Boutz et al., 2007; Makeyev et al., 2007). miR-124 joue
un autre role dans la différenciation neuronale en régulant 1’expression d’un geéne neurone-
spécifique : le REIl-silencing transcription factor (REST). REST est un facteur de
transcription réprimant la transcription extra-neuronale de plusieurs genes, incluant miR-
124. Réciproquement, miR-124 inhibe I’activité de REST, ce qui conduit & un cycle rétro-
actif : dans les cellules non neuronales, REST inhibe 1’expression de miR-124, et a mesure
que la cellule progresse vers la différenciation neuronale et que REST est
transcriptionellement inhibé, miR-124 permet la fin plus rapide des effets biologiques de

REST (Visvanathan et al., 2007).

1.2.1.4 Développement musculaire et cardiaque

Le microARN miR-1 a ¢été identifi¢ comme fortement exprimé dans les muscles
squelettiques et cardiaques chez de nombreuses especes et il joue un role crucial pour leur
formation et leur maintenance. Son expression est régulée par des régulateurs
transcriptionnels de la myogénése : MEF (myocyte-specific enhancer-binding factor) et
MYOD (myoblast determination protein-1), facteurs requis pour 1’expression somitique de
miR-1-1 et miR-1-2, respectivement, tandis que le SRF (serum response factor) est requis
pour leur expression cardiaque. Il a été observé qu’une surexpression de miR-1 dans des
myoblastes augmente la différenciation tout en réduisant la prolifération. Sur un coeur en
développement, la surexpression de miR-1 réduit la prolifération cellulaire, résultant en des
parois ventriculaires amincies (Zhao et al., 2005). Chez des souris nulles pour miR-1-2, les
cceurs sont plus grands, di a leurs parois amincies. Environ la moitié de ces souris meurent
avant ou tout juste apres leur naissance (Zhao et al., 2007b). Il a ét¢ démontré que miR-1
cible le facteur de transcription HAND2 (Zhao et al., 2005). Certains autres microARN
semblent aussi impliqués dans 1’hypertrophie cardiaque, tels que miR-195, miR-133 et
miR-208, ce dernier agissant sur I’activité du récepteur hormonal de la thyroide (TR) (van
Rooij et al., 2007). En cas de surexpression de miR-208, I’activit¢ diminuée du récepteur
meéne a I’expression de BMHC (f~myosin heavy chain), causant 1’hypertrophie (van Rooij
et al., 2007).



1.2.1.5 Développement des lymphocytes

Le contenu du systéme hématopoiétique en microARN a récemment été étudié (Chen et al.,
2004; Monticelli et al., 2005; Neilson et al., 2007), et le microARN miR-181 est ressorti
comme ¢levé chez les thymocytes a double polarité, cellules immatures présentant a la fois
les récepteurs CD4 et CD8. miR-181 semble augmenter la sensibilité de ces cellules a la
stimulation du récepteur a cellule T (TCR). Au cours du développement des thymocytes
dans le thymus, la signalisation par le TCR est hautement régulée, puisqu’elle est
essentielle pour sélectionner les cellules interagissant seulement avec les ligands du non-
soi. La sélection négative des cellules interagissant fortement avec des ligands du soi est
essentielle pour éliminer les cellules pouvant induire I’autoimmunité. Les cellules doivent
lier avec forte affinit¢ les complexes peptidiques CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) pour étre maturées en lymphocytes. Les cellules surexprimant miR-
181 montrent une suractivation du TCR en réponse a de faibles concentrations de peptides
CMH. miR-181, puisque exprimé a des niveaux 10 fois supérieurs dans les lymphocytes
immatures que matures, semble responsable pour la modulation de la sensibilité a
I’activation par le TCR, et donc important pour la différenciation (Li et al., 2007). Le
microARN miR-155 est aussi impliqué dans le systéme immunitaire, étant retrouvé dans les
cellules activées B et T, dans les macrophages et les cellules dendritiques. L’absence de
miR-155 chez la souris résulte en une altération complexe de la réponse immunitaire et en
une histopatologie rénale semblable a celle chez des maladies auto-immunes humaines.
miR-155 régule 1’équilibre entre deux classes de lymphocytes CD4+ (T-helper), Thl et
Th2, par Pinhibition de c-MAF, un facteur de transcription régulant I’expression de
I’interleukine-4, un agent nécessaire a la maturation des cellules Th2 (Rodriguez et al.,

2007, Thai et al., 2007).

1.2.2 Cancer

Depuis plusieurs années, une mauvaise régulation des microARN apparait de plus en plus
impliquée dans plusieurs cancers. Apres la découverte des microARN, certaines
observations suggéraient déja un role potentiel dans le cancer humain. Premiérement, les
microARN découverts chez C. elegans et la drosophile avaient des fonctions de
prolifération cellulaire et de régulation de 1’apoptose (Brennecke et al., 2003; Lee et al.,

1993), leur dérégulation pouvant contribuer a des maladies prolifératives comme le cancer.



Ensuite, les microARN découverts chez I’humain étaient fréquemment localisés dans des
régions génomiques souvent amplifiées ou délétées dans les cas de cancer humain (Calin et
al., 2004). Enfin, il a été¢ observé que les microARN des tumeurs malignes et lignées
cellulaires cancéreuses avaient une expression dérégulée, par rapport aux tissus normaux
(Calin and Croce, 2006; Gaur et al., 2007; Lu et al., 2005). Ces observations montraient un
lien entre microARN et cancer, mais ne spécifiaient pas si I’expression altérée des

microARN était la cause ou la conséquence du cancer.

La premicere évidence directe d’une implication des microARN dans le cancer a été montrée
en 2002, avec ’observation d’une délétion trés fréquente sur le chromosome 13 chez les
patients atteints de leucémie chronique lymphocytaire. Calin et collaborateurs ont remarqué
que les microARN mir-15 et mir-16 se retrouvaient dans cette délétion. Une analyse
sanguine de patients atteint de la maladie a révélé que la majorité d’entre eux (68%) ont des
niveaux nuls ou faibles de ces deux microARN (Calin et al., 2002). En 2005 sont apparues
les premicres informations sur la mécanique de comment les microARN peuvent contribuer
au cancer, avec la relation entre le groupe mir-17-92 et la voie oncogénique Myc (He et al.,
2005; O'Donnell et al., 2005), ainsi qu’avec I’interaction entre le microARN let-7 et le
proto-oncogene RAS (Johnson et al., 2005).

1.2.2.1 Le potentiel oncogénique

Le groupe mir-17-92 est composé de six microARN, et est localis¢ dans une région du
chromosome 13 qui est fréquemment amplifiée dans les lymphomes humains a cellule B
(Ota et al., 2004). 11 a été démontré dans des lignées cellulaires de lymphomes ou cette
région est amplifiée que ces six microARN sont surexprimés. Afin de vérifier si mir-17-92
contribue a la formation de lymphomes, He et collaborateurs ont utilis¢ un modele de souris
de lymphome humain a cellule B développant des lymphomes dii a une surexpression de
I’oncogene Myc (He et al., 2005). Myc est un oncogeéne encodant le facteur de transcription
c-Myc, régulant la prolifération cellulaire, la croissance, I’apoptose et est fréquemment
surexprimé dans les cas de cancer (Askew et al., 1991; Kohl et al., 1983). L’expression du
groupe mir-17-92 dans ce mode¢le de souris a accéléré la tumorigénése induite par c-Myec,
suggérant donc le réle oncogene de ce groupe de microARN (He et al., 2005). Récemment

le potentiel oncogénique de mir-17-92 a été éclairci; il aurait un potentiel anti-apoptotique
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en favorisant la prolifération cellulaire et la croissance, et serait un facteur angiogénique
dans les tumeurs induites par c-Myc (Dews et al., 2006; Matsubara et al., 2007; Sylvestre et
al., 2007). Par contre, il a aussi ét¢ démontré que miR-17-92, lui-méme induit par c-Myc,
agissait au niveau de I’inhibition du facteur de croissance E2F1, dont ’expression est
induite par Myc (O'Donnell et al., 2005). c-Myc contrdlerait donc finement 1’expression de
genes en activant a la fois des protéines cibles et les microARN régulant ces mémes

protéines cibles.

1.2.2.2 Le potentiel suppresseur de tumeur

Des mutations dans 1’oncogéne RAS sont présentes dans approximativement 15-30% de
tous les cancers humains, et la surexpression de RAS est commune dans le cancer du
poumon (Bos et al., 1987). Il a ét¢é démontré par Johnson et collaborateurs que la
surexpression de la protéine RAS dans les tissus cancéreux du poumon corréle avec
I’expression réduite du microARN let-7 (Johnson et al., 2005). Dans des lignées cellulaires
cancéreuses humaines, le microARN let-7 inhibe I’expression de RAS. Donc, la réduction
de let-7 dans le cancer du poumon meéne a la surexpression de RAS, induisant la croissance
cellulaire et contribuant a la tumorigénése. let-7 a donc été suggéré d’agir comme un géne
suppresseur de tumeur (Johnson et al., 2005). Il en est de méme pour les microARN miR-
15a et miR-16-1 qui régulent négativement BCL2, une protéine anti-apoptotique souvent

surexprimée dans de nombreux cancers (Cimmino et al., 2005).

1.2.2.3 microARN et p53

La protéine p53, connue comme gardienne du génome, régule la réponse cellulaire suite au
stress et aux événements initiateurs du cancer, comme les dommages a I’ADN (Lane,
1992). Le microARN miR-34 a été identifi¢ comme étant directement activé par le facteur
de transcription p53 apreés des dommages a I’ADN et le stress oncogénique. Lorsque
surexprimé, miR-34 conduit & 1’apoptose ou a la sénescence cellulaire, alors que la
réduction de la fonction de miR-34 attenue la mort cellulaire induite par p53 (He et al,,

2007).

1.2.2.4 Les microARN sont globalement sous-exprimés dans les cancers
En 2005, une étude a vérifié les niveaux de 217 microARN de mammiféres dans 334 types

de cancers, lignées cellulaires cancéreuses et tissus sains, ce qui a permis de remarquer que
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les microARN ¢étaient globalement sous-exprimés dans les tumeurs, comparativement aux
tissus sains (Lu et al., 2005). Les tumeurs peu différenciées présentaient de plus faibles
niveaux de microARN comparativement aux tumeurs mieux différenciées. Les auteurs ont
donc attribué aux microARN un rdle global potentiel de différenciation et de prévention de
la division cellulaire. Cependant, la preuve que les niveaux altérés de microARN étaient
une cause et non une conséquence de la transformation maligne a vu le jour avec les
travaux de Kumar et collaborateurs (Kumar et al., 2007). Ils ont réduit la production de
microARN matures dans des lignées cellulaires en inhibant les enzymes essentielles a la
maturation des microARN, Drosha et Dicer. Ces cellules ont montré une croissance
cellulaire in vitro augmentée et, lorsqu’injectées dans des souris nues, ces cellules ont
montré une croissance rapide et des tumeurs plus invasives que chez les souris contrdles.
De méme, la délétion de Dicer dans une souris modele du cancer du poumon a conduit a
une augmentation du nombre et de la taille des tumeurs, ainsi qu’a une plus faible
différenciation de ces mémes tumeurs par rapport aux contrdles. Ces résultats suggérent
donc que la perte globale des microARN joue un réle important dans le processus de

tumorigénese (Kumar et al., 2007).

1.2.2.5 MicroARN, invasion tumorale et metastases

Bien qu’il y avait des évidences que certains microARN avaient des fonctions d’oncogéne
et de suppresseur de tumeurs, le role des microARN dans la formation de métastases ne fut
découvert que récemment, en 2007. Ma et collaborateurs ont remarqué que miR-10b était
hautement exprimé uniquement dans les cellules métastatiques de cancer du sein et qu’il
régulait positivement la migration cellulaire et I’invasion in vitro (Ma et al., 2007). In vivo,
la surexpression de miR-10b dans les tumeurs du sein non-métastatiques a initié une
robuste invasion et la formation de métastases. IlIs ont suggéré un modéle dans lequel le
facteur de transcription Twist induit I’expression de miR-10b, qui lui inhibe la traduction
de PARNm encodant I’homeobox D10, résultant en une expression augmentée d’un geéne
pro-métastatique, RHOC. De plus, les niveaux d’expression de miR-10b dans les
carcinomes primaires du sein corrélent avec la progression clinique de la maladie. Ces
résultats suggeérent donc un réle pour les microARN non seulement au niveau des
événements initiateurs du cancer, mais aussi directement au niveau de la progression

tumorale et des métastases (Ma et al., 2007).
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1.2.2.6 La dérégulation des microARN

Puisque les microARN sont souvent dérégulés dans le cancer, certaines études se sont
intéressées a caractériser ces déréglements. Pour la surexpression de mir-17-92, impliqué
avec I’oncogéne MYC, il s’agirait de I’amplification du locus (He et al., 2005); pour la
faible expression de miR-15 et miR-16, il s’agit plutdt d’une délétion chromosomale (Calin
et al., 2002). Des régulations transcriptionelles et épigénétiques ont aussi été répertoriées :
le promoteur de mir-124a est hyperméthylé dans plusieurs tumeurs, empéchant 1’activation
du géne (Lujambio et al., 2007). De méme, le microARN miR-127 semble régulé par le
méme type de processus (Saito et al., 2006). Des études récentes ont également démontré
que la fonction des microARN pouvait étre régulée par la perte des sites de liaison des
microARN sur la cible. Les translocations chromosomales de 1’oncogéne Hmga2 (high
mobility group A2) peuvent mener a la perte des sites de liaison de let-7 sur cet ARNm,
empéchant donc sa répression par let-7, ce qui promouvoie une transformation oncogénique
et la croissance dans les cellules de mammiferes (Lee and Dutta, 2007; Mayr et al., 2007).
De plus, les enzymes de maturation des microARN pourraient jouer un rdle dans leur
dérégulation. Il a été montré que la baisse du niveaux de microARN matures dans des
cancers humains ne corrélait pas avec le niveau de leurs précurseurs, suggérant une

régulation au cours de la biogénese des microARN (Thomson et al., 2006).

1.3 La voie métabolique

1.3.1 Labiogénése

Les microARN sont des genes, donc encodés dans le génome et, jusqu’a présent, on les
retrouve dispersés sur tous les chromosomes humains, excepté le chromosome Y. On
estime qu’environ 50% d’entre eux sont arrangés en groupes, et qu’ils sont transcrits en
transcrits primaires polycistroniques (Lee et al., 2002). On en retrouve aussi dans les
introns d’unités transcriptionelles codantes, comme miR-10 dans le gene HOXB4, ainsi que
dans les introns et les exons d’unités transcriptionelles non codantes (Ohler et al., 2004). En
2004, la premiére étude sur la transcription des microARN a montré que ceux-ci étaient
transcrits par ’ARN polymérase de type II (pol II), puisque les promoteurs étaient
directement associés a la pol II, que les transcrits présentaient une coiffe et une queue poly-

A caractéristiques des transcrits de la pol II, et que I’inhibition de la pol II diminuait le
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niveau de microARN primaires (Lee et al., 2004). Cependant, des ¢études
d’immunoprécipitation de la chromatine et des essais de transcription in vitro ont montré
que I’ARN polymérase III, et non la pol II, était responsable de la transcription de certains
microARN (Borchert et al., 2006). Toutefois, la régulation de 1’expression des microARN
n’est pas connue a ce jour. Les microARN proviennent ainsi de longs transcrits primaires
de plusieurs centaines de nucléotides a plusieurs kilobases, organisés sous forme de
structures en tige-boucle (Figure 1-3). On appelle cette structure pri-microARN, le
précurseur primaire (Lee et al.,, 2002). Ce pri-microARN est par la suite tronqué par la
RNAse III Drosha en une molécule de structure en épingle a cheveux d’environ 70
nucléotides (Lee et al., 2003). Ce pré-microARN sort ensuite du noyau pour étre pris en

charge par Dicer, afin de former le microARN mature.

pri-miRNA
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Figure 1-3 : Structure du pri-microARN.

Les pri-microARN proviennent de longs transcrits primaires organisés en structures de type
tige-boucle. La structure du duplexe de microARN suite aux clivages de Drosha (fleches du
bas) et de Dicer (fleches du haut) est montrée en bleu et rouge. (Figure modifiée de Chan
and Slack, 2007).

1.3.1.1 Le complexe Drosha-DGCR8

L’équipe du Dr Kim avait remarqué, en étudiant la molécule du pré-microARN, que la
structure possédait deux nucléotides non-appariés a son extrémité 3°, ce qui est une
signature du clivage par les membres de la famille des RNAse III (Lee et al., 2002). Chez
I’humain, trois RNAse III étaient connues : L44, Dicer et Drosha. Drosha, a cette époque

connue pour la maturation des ARN ribosomaux, est principalement localisée dans le noyau
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(Wu et al., 2000), ce qui en faisait une candidate de choix pour la maturation nucléaire des
pri-microARN (Lee et al., 2002). Effectivement, la protéine Drosha immunopurifiée clive,
In vitro, des précurseurs primaires pour donner des fragments d’environ 70 nucléotides,
comme les pré-microARN. De plus, des expériences d’interférence a I’ARN ciblées contre
Drosha ont montré une accumulation de pri-microARN. Ainsi, Drosha a été reconnue

comme responsable de 1’étape de maturation des pri-microARN en pré-microARN (Lee et

al., 2003).
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Figure 1-4: Maturation du pri-microARN en pré-microARN par le complexe Drosha-
DGCRS.

La protéine DGCRS reconnait les boucles de mésappariement du pri-microARN et recrute
Drosha sur la structure afin qu’elle clive la base de la structure en tige-boucle, formant ainsi
le pré-microARN (Figure de Han et al., 2006).

Des ¢tudes subséquentes ont montré que Drosha faisait partie d’un complexe comprenant la
protéine DGCRS, ou Pasha chez la drosophile et C. elegans (Denli et al., 2004), et que cette
protéine est essentielle pour le clivage du transcrit primaire. L’équipe du Dr Kim a procédé
a la purification de Drosha et a détecté la présence d’un complexe de 650kDa, suggérant
ainsi la présence de cofacteurs. Une immunoprécipitation de Drosha a permis de récupérer

la protéine DGCRS, identifiée par spectrométrie de masse. Il a ensuite ét€ montré, in vitro,
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que Drosha seule ne peut produire de pré-microARN, mais que la fonction est restaurée en
présence de DGCRS. Ainsi, le complexe Drosha-DGCRS8 est le complexe fonctionnel
requis pour la maturation du pri-microARN en pré-microARN (Figure 1-4) (Han et al.,
2004). La protéine DGCRS8 contient deux domaines de liaison a I’ARN double brin,
responsables de son interaction directe avec le pri-microARN, et stabilise Drosha par
I’interaction entre son domaine C-terminal et le domaine central de Drosha (Yeom et al.,
2006). 11 a été ensuite démontré que DGCRS reconnaissait les boucles de mésappariements
du transcrit primaire, permettant a Drosha de cliver a une distance de 11 nucléotides de la
base de la structure en tige-boucle, formant ainsi le pré-microARN (Han et al., 2006). Des
¢tudes récentes chez la drosophile et C. elegans ont montré 1’existence d’une autre voie de
production de microARN ne nécessitant pas l’intervention de Drosha. Ces courts ARN
proviennent de courts ARN introniques en structure de tige-boucle, appelés mirtrons. Les
tige-boucle mirtrons sont maturés par la machinerie d’épissage et 1’enzyme de
débranchement des lassos introniques (lariat debranching enzyme (ldbr)), afin de former
des tiges-boucle de type pré-microARN (Figure 1-5). La voie des mirtrons rejoint ensuite la
voie classique des microARN : le pré-microARN provenant du mirtron sera exporté au
cytoplasme, puis clivé par Dicer (Okamura et al., 2007; Ruby et al., 2007). Tout
récemment, des mirtrons ont aussi ¢té identifiés chez les mammiféres, et puisqu’on les
retrouve aussi chez la drosophile et chez C. elegans, cela suggere une apparition plutot

ancienne de ce type de molécule dans 1’évolution (Berezikov et al., 2007).
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Figure 1-5 : Formation du pré-microARN selon la voie des mirtrons.

Apres 1’épissage, I’intron est re-lin€arisé par 1I’enzyme de débranchement des lassos
introniques (lariat), puis forme une structure en tige-boucle, de type pré-microARN. Les
régions formant le microARN mature sont indiquées en couleur. Les fléches noires
montrent le site de clivage de Dicer (Figure de Chan and Slack, 2007).

1.3.1.2 Export du pré-microARN du noyau vers le cytoplasme

La maturation du pri-microARN en pré-microARN survenant dans le noyau, le pré-
microARN doit donc étre exporté dans le cytoplasme pour étre maturé en microARN par
I’enzyme Dicer (DCR-1). Cette exportation du précurseur est assurée par la karyophérine
Exportin-5 (Exp5) (Brownawell and Macara, 2002). Exp5 était connue pour exporter du
noyau des courts ARN en structure de « mini-hélice » (Gwizdek et al., 2003) ainsi que des
ARN de transfert (Calado et al., 2002). Exp5 peut lier directement les pré-microARN
humains in vitro, mais uniquement en présence du cofacteur Ran-GDP, caractéristique du
transport des cargos nucléaires chez les karyophérines (Lund et al., 2004; Yi et al., 2003).
La déplétion d’ExpS par interférence a ’ARN conduit a une diminution des nivaux de
microARN matures dans les cellules (Lund et al., 2004), démontrant ainsi le role essentiel
d’Exp5 pour la production de microARN matures. Des études ultérieures ont montré
qu’Exp5 semble reconnaitre la longueur et la structure du précurseur, et présente une

préférence pour la liaison d’extrémités 3’ cohésives de deux nucléotides (Zeng and Cullen,
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2004). 11 a récemment ¢été montré que le microARN mature dans le cytoplasme peut étre
localisé au noyau s’il possede une séquence de localisation nucléaire. En effet, miR-29b
présente un motif terminal de 6 nucléotides responsable de son enrichissement nucléaire,
permettant ainsi sa fonction uniquement en mitose, lorsque la membrane nucléaire est

désassemblée (Hwang et al., 2007).

1.3.1.3 Complexe Dicer-Logs

Une fois dans le cytoplasme, le microARN est maturé en duplex de microARN de 19-23
nucléotides par le complexe endonucléase Dicer (DCR-1 chez C. elegans), en clivant la
forme précurseur (Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001; Ketting et al., 2001). A
’origine, 1’activité nucléase de Dicer a été associée a la production de siARN (Hammond et
al., 2000), mais des études subséquentes chez C. elegans ont montré 1’importance de DCR-
1 pour la production de microARN (Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001; Ketting et
al., 2001) ainsi que pour 1I’exo-RNAi (Knight and Bass, 2001), le développement de la
lignée germinale (Knight and Bass, 2001) et ’endo-RNAi (Ambros et al., 2003b). Dicer est
donc impliqué dans les processus d’interférence a I’ARN en général. DCR-1 contient a son
extrémité N-terminale un domaine ARN hélicase de type DExH/DEAD-box, deux
domaines RNAse III et un domaine de liaison a ’ARN double brin (PAZ) en C-terminal
(Knight and Bass, 2001). Dicer, comme les autres RNAse III, clive en laissant deux
nucléotides libres a I'extrémité 3’ de son substrat. Il a été montré que Dicer agissait en
quelque sorte de « régle moléculaire » en mesurant la longueur précise de I’ARN double
brin et en clivant a une distance spécifique de ’extrémité de 1’hélice, la distance de 65
angstrom entre les domaines PAZ (liaison a I’ARN) et RNAse III coincidant avec la
longueur de 25 paires de bases (Macrae et al., 2006). La reconnaissance du précurseur ne
serait toutefois pas faite par Dicer, la présence d’un cofacteur recrutant Dicer sur la
structure du précurseur étant nécessaire. Chez les vertébrés, la protéine TRBP
(Chendrimada et al., 2005) aurait cette fonction, tout comme Loquacious (Logs) chez la
drosophile. Logs est une protéine comportant deux domaines de liaison a ’ARN double
brin et est associ¢ a Dcr-1 chez la drosophile. Une perte de fonction de Logs résulte en une
accumulation de pré-microARN dans les cellules, montrant son réle essentiel pour la
maturation des microARN (Forstemann et al., 2005; Saito et al., 2005). Chez C. elegans,

aucune protéine de reconnaissance du précurseur n’a été identifiée jusqu’a présent, bien que
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I’on puisse supposer qu’il en existe une, puisque dans la voie du RNAi chez C. elegans,
Dicer nécessite aussi un cofacteur pour étre recruté a I’ARN double brin (Jannot et al.,

2008; Tabara et al., 2002).
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Figure 1-6 : Voie des microARN et des mirtrons.

Les microARN proviennent d’un transcrit primaire, le pri-microARN, qui est ensuite clivé
par le complexe Drosha/DGCRS. Le pré-microARN est ensuite exporté vers le cytoplasme
pour étre reconnu et maturé par Dicer/logs. Le duplex de microARN ainsi formé est ensuite
séparé, et le brin favorisé par la loi de I’asymeétrie est incorporé au complexe miRISC et se
lie a la cible (Schwarz et al., 2003). Pour la voie des mirtrons, le pre-microARN provient
d’introns restructurés par 1’enzyme de débranchement des lassos introniques. Chez C.
elegans, le facteur d’exportation vers le cytoplasme ainsi que le facteur de reconnaissance
du précurseur ne sont pas identifiés. Les deux brins du duplex de microARN présentent des
mésappariements et les protéines Argonautes faisant partie du miRISC sont ALG-1/ALG-2.
(Figure de Okamura et al., 2007)
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1.3.2 Les protéines Argonautes

D’abord décrites comme importantes pour le développement des plantes (Bohmert et al.,
1998; Moussian et al., 1998) et la division des cellules souches germinales chez la
drosophile (Lin and Spradling, 1997), les protéines Argonautes ont ensuite été reconnues
comme étant associées aux courts ARN non codants et essentielles pour les voies de

I’interférence a I’ARN et des microARN.

1.3.2.1 Diversité des Argonautes

Les Argonautes sont regroupées en trois groupes paralogues : les Argonaute-like, les Piwi-
like et les Argonautes du groupe 3 spécifiques a C. elegans (Yigit et al., 2006) (Figure 1-7).
Les deux premiers groupes sont retrouvés chez les bactéries, les archées ainsi que chez les
eucaryotes. Le nombre de protéines Argonautes varie cependant selon les espéces : on en
retrouve 8 chez les humains, 5 chez la drosophile, 10 chez Arabidopsis thaliana, seulement
une chez Schizosaccharomyces pombe et au moins 26 chez C. elegans (Hutvagner and
Simard, 2008).
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Figure 1-7 : Arbre des Argonautes.

Le groupe des Argonaute-like est représenté en noir, le groupe Piwi-like, en vert, et le
groupe 3 des Argonaute spécifiques a C. elegans, en rouge (Figure de Hutvagner and
Simard, 2008).
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1.3.2.2 Structure des Argonautes
Les protéines Argonautes possedent quatre domaines distincts : les domaines N-terminal,

Paz, Mid et PIWI (Figure 1-8).
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Figure 1-8 : Structure d’une protéine Argonaute.

(a) Schéma linéaire des domaines d’une protéine Argonaute (AGO2 humain en exemple).
Le domaine PAZ est important pour la liaison des courts ARN, reconnaissant les extrémités
3> d’ARN simple brin. Le domaine PIWI est un domaine endonucléase, les résidus
essentiels pour le clivage sont indiqués en rouge. Le domaine de liaison a la coiffe de
I’ARNm, le domaine MC (bleu foncé¢), est a I’intérieur du domaine Mid (bleu). Les résidus
en couleur sont ceux qui sont conservés chez le facteur de liaison a la coiffe eIF4E (Figure
de Hutvagner and Simard, 2008). (b) Structure modélisée d’une protéine Argonaute et du
positionnement des ARN. Le court ARN est représenté en jaune, alors que ’ARNm cible
est en rouge (Figure de Song et al., 2004).

1.3.2.2.1 Le domaine PAZ
En plus d’étre retrouvé chez les protéines Argonaute, le domaine PAZ est retrouvé chez

Dicer. Il consiste en deux sous-domaines, un ayant une structure de repliement OB-like
(oligonucleotide/oligosaccharide binding) indiquant la possibilité de liaison aux acides
nucléiques a simple brin. Des études cristallographiques combinées a des approches
biochimiques ont révélé que le domaine PAZ lie les ARN simple brin avec une faible
affinité de fagcon séquence indépendante (Lingel et al., 2003; Ma et al., 2005). Le domaine

PAZ peut reconnaitre les extrémités 3° des ARN simple brin, permettant ainsi la
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reconnaissance des microARN, puisque étant clivés par Drosha et Dicer, ils présentent

deux nucléotides non appariés en 3°.

1.3.2.2.2 Le domaine PIWI
Le domaine PIWI montre des ressemblances avec la structure de la RNAse H, une

endonucléase clivant ’ARN de duplexes ARN-ADN, possédant un motif catalytique Asp-
Asp-Glu/Asp et nécessitant la liaison de deux ions métalliques divalents (Lai et al., 2000).
Le domaine PIWI clive plutot aux motifs Asp-Asp-Asp/Glu/His/Lys et requiert la liaison
d’un seul cation divalent (Song et al., 2004). La mutation d’un acide aminé du domaine
catalytique chez 1’Argonaute humain AGO2 abolit I’activité catalytique (Liu et al., 2004;
Rivas et al., 2005). A la fois la RNAse H et les protéines Argonautes ayant la fonction de
clivage laissent un 3’OH et un 5’ phosphate a leurs produits (Martinez and Tuschl, 2004;
Schwarz et al., 2004). Le 5’ phosphate des microARN, acquis suite a leur maturation par
les RNAselll, est un ¢lément important pour leur reconnaissance par les protéines
Argonautes, le 5’ phosphate étant ancré par le cation divalent a I’interface entre les
domaines PIWI et Mid (Ma et al., 2005; Parker et al., 2005). Une portion du domaine Mid,
appelée MC, présente une grande homologie au motif de liaison a la coiffe du facteur
d’initiation eIF4E, le domaine MC pouvant lier la coiffe afin d’assurer une régulation
efficace de la traduction en empéchant eIF4E de se lier (Kiriakidou et al., 2007). Ce ne sont
pas tous les mécanismes de régulation des genes par de courts ARN qui requierent I’activité
catalytique des protéines Argonaute; la régulation des génes par les microARN n’implique
pas de clivage séquence-spécifique (slicing), méme s’ils sont associés avec des protéines
Argonautes ayant une activité endonucléase. Toutefois, chez la drosophile, il a ét¢ montré
que le domaine catalytique d’AGO2 pouvait jouer un rdle pour la maturation du microRISC

(voir 1.3.2.4 pour plus de détails).

1.3.2.3 Les Argonautes associées a la voie des microARN

Chez C. elegans, parmi ses 26 protéines Argonaute, un role dans la voie des microARN a
été déterminé seulement pour ALG-1 et ALG-2. Leur perte de fonction génére d’ importants
problémes dans le développement du nématode, aussi appelés phénotypes
hétérochroniques, que 1’on observe aussi lors de la perte de fonction de plusieurs

microARN. Les niveaux des microARN let-7 et lin-4 sont diminués lorsque les génes alg-1
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et alg-2 sont inhibés (Grishok et al., 2001). Il a été démontré par des approches
biochimiques que le microARN let-7 est associé in vivo avec ALG-1/ALG-2 (Hutvagner et
al., 2004). Chez la drosophile, la protéine AGOI1 est associ¢e a la régulation des génes par
les microARN et, chez les mammiféres, ce sont les protéines AGO1, AGO2, AGO3 et
AGO4 qui remplissent ces fonctions (Liu et al., 2004; Meister et al., 2004).

1.3.2.4 Complexe microRISC

Chez la drosophile, le microRISC (microRNA-induced silencing complex) est formé par
Logs et Dcr-1, recrutant la protéine Argonaute au duplex de microARN. Il se produira
ensuite une sélection du brin actif du duplex de microARN. En effet, une étude a montré
une accumulation 100 fois plus grande du brin antisens du microARN que du brin sens
chez C. elegans (Lim et al., 2003). Le brin guide ou actif est déterminé selon la loi de
I’asymétrie : le brin ayant I’extrémité 5’ la plus facile a désapparier du brin complémentaire
serait incorporé dans le complexe (Schwarz et al., 2003). Dans la voie du RNAI, la protéine
Argonaute clive le brin passager (non-actif) du duplexe de siARN. Cependant, pour les
microARN, bien que les protéines Argonautes impliquées possedent le domaine
endonucléase, la présence des mésappariement empéche le clivage du brin passager par le
domaine PIWI, excepté pour certains microARN parfaitement appariés (Férstemann et al.,
2007; Horwich et al., 2007). Il a méme été observé, chez certains microARN, un clivage du
brin passager avant le clivage par Dicer (Diederichs and Haber, 2007). Une hélicase non-
identifiée pourrait étre responsable du désappariement des deux brins du duplex de

microARN.

1.3.3 Reconnaissance de la cible

Il a été découvert, chez les premiers microARN identifiées chez C. elegans, lin-4 et let-7,
que ceux-ci se liaient a plusieurs endroits de la région 3’ non traduite (3°UTR) de leurs
ARNm cibles lin-14 et lin-41, et ce, de fagon particllement complémentaire (Lee et al.,
1993; Reinhart et al., 2000; Wightman et al., 1993). De par sa séquence nucléotidique, le
microARN peut cibler un ARNm de fagon séquence-spécifique. Les nucléotides aux
positions 2 a 8 du microARN sont critiques pour la reconnaissance de la cible. La mutation
d’un de ces nucléotides diminue de fagon significative 1’inhibition de la synthése protéique

(Brennecke et al., 2005; Doench and Sharp, 2004; Lai et al., 2005; Lewis et al., 2005;
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Lewis et al., 2003; Mallory et al., 2004). Le premier nucléotide du microARN n’est pas
apparié pour sa fonction (Haley and Zamore, 2004; Ma et al., 2005; Parker et al., 2005), de
méme que sa portion 3°, tandis que les nucléotides 2 a 8 sont parfaitement apparié¢e. Cette
région contenant les nucléotides 2 a 8, en 5°, essentiels pour la liaison de la cible, est
appelée séquence seed, et celle-ci est retrouvée chez la plupart des microARN (Lai, 2002).
Cette région étant plutdt restreinte, plusieurs microARN peuvent réguler des centaines
d’ARNm différents. Les microARN qui possédent la méme séquence seed peuvent étre
regroupés en familles, et, puisque leur séquence seed est identique, ceux-ci ciblent
pratiquement les mémes ARNm, ce qui permet une inhibition protéique trés importante
pour ces ARNm ciblés. De méme, souvent les ARNm cibles comportent plusieurs sites de
liaison de microARN, permettant une régulation négative efficace par effets additifs
(Bartel, 2004). Lorsque le microARN, en complexe avec les Argonautes, est li¢ en 3’UTR

de sa cible, I’inhibition de la synthése protéique peut se produire.

1.3.4 Modes d’action d’inhibition de la synthese protéique

A ce jour, les études ont montré que les microARN controlent I’expression des génes de
fagon post-transcriptionnelle en agissant au niveau de la traduction et/ou de la stabilité de
I’ARNm dans le cytoplasme. Cependant, les microARN pourraient réguler les génes par
d’autres moyens : par exemple en régulant 1’épissage des ARN pré-messagers, en agissant
comme chaperonnes ou en modulant les interactions protéines-protéines (Filipowicz et al.,
2008). Les mécanismes par lesquels les microARN inhibent la synthése protéique sont
toutefois peu compris, les différents modeles se contredisant parfois. Les modéles proposés
indiquent que les microARN inhibent la synthése protéique de quatre fagons différentes :
dégradation du polypeptide naissant, inhibition de 1’¢longation de la traduction, terminaison

prématurée de la traduction, et inhibition de I’initiation de la traduction (Figure 1-9).
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Figure 1-9 : Modes d’action d’inhibition de la synthése protéique.

Les microARN, une fois liés a leur cible, peuvent conduire a leur déadénylation, a la
protéolyse, au blocage de I’initiation de la traduction ou au blocage de I’¢longation.

1.3.4.1 Les mécanismes post-initiation de la traduction

Les premicres études sur le microARN lin-4 chez C. elegans ont montré un niveau
d’ARNm cible lin-14 faiblement affecté, contrairement au niveau de la protéine LIN-14
(Lee et al., 1993). Des études subséquentes chez C. elegans montraient que les ARNm lin-
14 et lin-28, cibles de lin-4, restaient associés aux polysomes malgré une réduction
marquée de la production de protéines (Olsen and Ambros, 1999; Seggerson et al., 2002).
De plus, I’étude de trois microARN endogeénes humains (miR-21, miR-16 et let-7a) a
montré qu’ils sont retrouvés en grande majorité associ€¢s aux polysomes avec les ARNm
(Maroney et al., 2006). Le microARN let-7 est lui aussi retrouvé avec les ribosomes actifs
(Nottrott et al., 2006). Les cibles des microARN semblent donc étre activement traduites,
mais aucune protéine correspondante n’est détectable. Une étude propose que les ARNm
réprimés sont continuellement traduits, mais que le polypeptide est rapidement dégradé par

des protéases recrutées par le microRISC, et donc ne s’accumule pas (Nottrott et al., 2006).
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Une autre étude suggere une dissociation prématurée des ribosomes sur I’ARNm, causant

I’arrét de la traduction (Petersen et al., 2006).

1.3.4.2 Inhibition de I’initiation de la traduction

En contradiction avec les ¢tudes décrites précédemment, il a €t¢ montré, en fractionnement
sur gradients de sucrose, que les microARN et leurs cibles ne sont pas associés aux
polysomes, mais plutdt avec les complexes microRISC libres dans les cellules de
mammifeéres (Pillai et al., 2005). Il a été proposé que les microARN peuvent inhiber
I’initiation de la traduction dépendante de la coiffe. Il a été montré que les structures de la
coiffe en 5°, et de la queue poly-A en 3’, étaient nécessaires pour une répression efficace de
la traduction, et que le microRISC pouvait interférer avec celles-ci ainsi qu’avec la protéine
de liaison de la coiffe elF4E, facteur d’initiation eucaryotique essentiel (Humphreys et al.,
2005). Récemment, il a été montré que le domaine central (Mid domain) de protéines
Argonautes montrait des similarités de séquence avec le facteur eIF4E (Kiriakidou et al.,
2007). eIF4E lie la coiffe des ARNm par I’interaction entre ses deux tryptophanes et la base
méthylée de la coiffe. A la position des tryptophanes, les protéines Argonautes ont deux
phénylalanines pouvant produire une interaction semblable. Il a donc été montré qu”’AGO2
lie une coiffe sur billes de Sepharose, et qu’il y a compétition pour la liaison avec un
analogue de coiffe. De plus, la mutation d’une phénylalanine suffit pour abolir I’interaction.
Les Argonautes associées aux microARN aboliraient donc I’initiation de la traduction en
déplagant eIF4E de la coiffe. Une étude additionnelle a montré in vitro que les microARN
inhibent I’initiation de la traduction en ciblant la protéine de liaison de la coiffe elF4F
(Mathonnet et al., 2007). Cette inhibition de ’initiation de la traduction serait le premier
événement moléculaire produit par les microARN. Une autre étude suggeére un mode
d’action additionnel des microARN a 1’étape d’initiation de la traduction. Les études de
Chendrimada et collaborateurs ont montré, dans les cellules humaines, que AGO2 est
associé avec elF6 et les sous-unités ribosomales 60S (Chendrimada et al., 2007). La liaison
d’elF6 aux grandes sous-unités 60S empécherait leur liaison aux petites sous-unités 40S,
donc si AGO?2 recrute elF6, cela pourrait empécher la formation du ribosome et donc la
traduction. Ils ont montré, chez les cellules humaines ainsi que chez C. elegans, que la
délétion partielle de elF6 empéche I’inhibition de la cible par les microARN (Chendrimada

et al., 2007). Cependant, il a aussi été démontré que elF6 est un facteur important pour la
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biogénése de la sous-unit¢ 60S au nucléole, ainsi que pour son transport jusqu’au
cytoplasme (Basu et al., 2001; Sanvito et al., 1999; Si and Maitra, 1999). L’ implication
d’elF6 dans la biogénese des ribosomes peut suggérer une autre explication aux
observations de Chendrimada et collaborateurs. Il a ét¢ montré précédemment que des
mutations de protéines impliquées dans la biogéneése de la sous-unité 60S pouvaient
supprimer 1’effet de la délétion de la protéine Pabl (poly(A) binding protein). Pabl est une
protéine contribuant a Dl’initiation de la traduction en permettant la circularisation de
I’ARNm et le recrutement de la sous-unité 40S. En mutant une protéine de biogénése de
60S, cette sous-unité se retrouve déficiente, et le niveau de sous-unités 40S libres est
augmenté. Ainsi, cette grande quantité¢ de 40S libres favorise leur recrutement a I’ARNm,
ce qui compense donc pour la mutation de Pabl. L’étape limitante du recrutement de 40S
est donc reportée sur 1’association des unités 60S (Sachs and Davis, 1989, 1990). Un
modele semblable serait possible pour elF6 : le déficit en sous-unités 60S di a I’inhibition
de elF6 pourrait mener a une baisse de la répression induite par les microARN, en
permettant la liaison d’unités 40S. La répression par les microARN pourrait donc affecter
I’initiation de la traduction en ciblant la coiffe ou la queue poly(A), mais peut-&tre sans

I’implication directe de eIF6 (Filipowicz et al., 2008).

1.3.4.3 Dégradation de I’ARNm cible

Bien qu’il avait été montré originalement que les niveaux de I’ARNm lin-14 n’étaient pas
affectés par le microARN lin-4, plusieurs études ont observé que les microARN induisaient
une dégradation de ’ARNm cible, y compris pour les microARN lin-4 et let-7 (Bagga et
al., 2005; Behm-Ansmant et al., 2006; Eulalio et al., 2007; Giraldez et al., 2006; Lim et al.,
2005; Wu et al., 2006). La dégradation de I’ARNm n’est cependant pas causée par le
clivage endonucléolityque de la cible comme dans la voie du RNA1, mais est plutot due a la
machinerie de dégradation de ’ARNm. Des études chez plusieurs organismes ont montré
que les microARN accéléraient la déadénylation (perte de la queue poly-A) ainsi que la
perte de la coiffe des ARNm cibles (Behm-Ansmant et al., 2006; Eulalio et al., 2007;
Giraldez et al., 2006; Wu et al., 2006). Les cibles seraient ensuite recrutées aux corps P,
enrichis en protéines responsables du catabolisme des ARNm, par la protéine Argonaute et
son intéracteur GW182, une protéine des corps P (Behm-Ansmant et al., 2006; Ding et al.,
2005; Jakymiw et al., 2005; Liu et al., 2005a; Liu et al., 2005b). Une fois dans les corps P,
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la cible pourrait étre dégradée par la machinerie de dégradation, ou simplement rendue
inaccessible a la machinerie traductionnelle. Cependant, une question importante demeure,
a savoir si la dégradation ou la localisation aux corps P est un mécanisme d’inhibition de la

traduction, ou alors une conséquence d’un effet primaire sur la traduction.

1.3.4.4 Protection de la répression des ARNm par les microARN

Récemment, la protéine Dead End (Dnd1), connue pour étre impliquée dans la régulation
de la viabilité des cellules germinales et la suppression de la formation de cellules germinales
tumorales, s’est fait attribuer une nouvelle fonction. Kedde et collaborateurs ont montré que
ses fonctions étaient plutdt dues a son implication dans la voie des microARN, puisqu’elle
empéche I’inhibition de la traduction induite par les microARN (Kedde et al., 2007). En
utilisant des essais sur des cellules en culture, les auteurs ont montré que Dndl éleve
I’expression d’un geéne rapporteur ayant la région 3’UTR du géne LATS2, lui-méme régulé
par miR-372 et miR-373 (Kedde et al., 2007). De plus, cette restauration de 1’expression est
dépendante des sites de liaison fonctionnels des microARN. Ils ont démontré que Dndl se
lie a des régions riches en uridine a proximité des sites de liaison des microARN, et que
sans ces régions riches en uridine, Dndl ne peut affecter la fonction des microARN. Les
auteurs suggerent que Dnd1, en se liant en 3’UTR de la cible, empéche les microARN de se
lier, empéchant ainsi leur fonction (Kedde et al., 2007). Autrement, Dnd1 pourrait aussi
changer la localisation cellulaire de la cible, la rendant inaccessible pour la traduction

(Figure 1-10) (Ketting, 2007).
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Figure 1-10 : Protection de la liaison du microARN par Dndl.

(A) microARN associé¢ a sa cible. (B) Lorsque Dndl lie une séquence riche en uridine a
proximité du site de liaison du microARN, la liaison du microARN serait empéchée. (C)
Dnd1 pourrait aussi modifier la localisation cellulaire de la cible, prévenant son association
au microARN (Figure de Ketting, 2007).

1.3.4.5 Réversibilité de la répression des ARNm induite par les microARN

Il a récemment été montré que, sous certaines conditions et dans certains types cellulaires,
la répression induite par les microARN pouvait étre prévenue (Kedde et al., 2007),
renversée (Bhattacharyya et al., 2006; Schratt et al., 2006), et que méme des composantes
du microRISC pouvaient agir en tant qu’activateurs traductionnels (Vasudevan et al.,
2007). Dans des cellules humaines d’hépatomes, I’ARNm de CAT-1 subit une répression
par miR-122 et est accumulé dans les corps P. Cependant, suite a diverses formes de stress
cellulaire, ’ARNm de CAT-1 est relaché et recruté aux polysomes (Bhattacharyya et al.,
2006). Dans les cellules neuronales, certains ARNm sont transportés le long des dendrites
en état réprimé, pour étre activés une fois parvenus aux synapses dendritiques. C’est le cas
de LIMKI, une protéine kinase impliquée dans le développement des synapses (Meng et
al., 2002). Une fois a destination, des stimuli extracellulaires induiraient la dérépression de
Limkl par miR-134 (Schratt et al., 2006). Non seulement la dérépression des cibles des

microARN est possible, mais il a été observé que les microARN pouvaient aussi réguler de
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facon positive la traduction. Vasudevan et collaborateurs ont montré qu’en situation d’arrét
du cycle cellulaire, les microARN peuvent recruter des facteurs associés au microRISC, tels
que les protéines Argonautes, et que cela active la transcription du geéne cible (Vasudevan

et al., 2007).

Bref, le mécanisme par lequel les microARN induisent I’inhibition de la traduction
demeure flou, et les évidences apportées se contredisent parfois. Il est suggéré qu’un
événement initial pourrait avoir lieu, qui serait ensuite amplifi¢ par les différents
mécanismes décrits plus haut, par exemple par la dégradation de la cible ou du polypeptide
naissant. Autrement, il est aussi suggéré que ces différents mécanismes pourraient agir chez
des organismes différents, dans des types cellulaires différents et sous des conditions

différentes (Filipowicz et al., 2008).
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2 Problématique et objectifs

Quoi qu’il en soit, il demeure peu de facteurs cellulaires connus comme étant impliqués
dans la voie des microARN. L’identification de nouvelles composantes de la voie
apporterait une meilleure compréhension du mécanisme d’inhibition traductionnelle des
ARNm ciblés. C’est donc dans le but de mieux comprendre la voie métabolique des
microARN que nous nous intéressons aux protéines Argonautes reliées a cette voie, soient
ALG-1 et ALG-2 chez C. elegans. En effet, ces protéines jouent un rdle central dans cette
voie, puisqu’elles sont impliquées dans la formation du complexe microRISC et sont
directement reliées au microARN et fort probablement a la cible. Ainsi, afin de mieux
caractériser les fonctions des protéines Argonaute ALG-1/2 et donc de mieux comprendre
la voie des microARN et ’inhibition des génes en découlant, nous avons utilisé deux

approches différentes :

1- Identification des microARN associés aux protéines ALG-1/2 au cours du
développement chez C. elegans. Par I’immunoprécipitation de la protéine
GFP::ALG-1 de vers aux divers stades du développement et par I’extraction de
I’ARN associé, nous avons ¢étudié les microARN présents par analyse sur
micropuce. De plus, nous avons étudié¢ le profil d’expression des microARN au

cours du développement.

2- ldentification de nouveaux facteurs interagissant génétiquement avec alg-2.
Nous avons effectué¢ un criblage génétique afin d’identifier des genes synthétiques
Iétaux avec alg-2, tels que alg-1, agissant ainsi dans la méme voie métabolique.
Cette technique nous permettrait donc de découvrir de nouveaux facteurs de la voie

des microARN, ou d’identifier une nouvelle fonction pour ALG-2.
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3 Etude de I’association des microARN avec la protéine
Argonaute ALG-1 au cours du développement chez C.
elegans.

ALG-1 et ALG-2 sont deux protéines Argonautes présentant environ 80% d’identité en

séquence d’acides aminés entre elles et sont essentielles pour la fonction des microARN.

Leur perte de fonction simultanée améne de graves problemes développementaux et

conduit a la mort embryonnaire (Grishok et al., 2001). Les animaux de la souche mutante

pour alg-2 (0k304) se comportent comme des animaux de type sauvage, sans défaut
apparent dans le développement, alors que la souche mutante pour alg-1 (gk214) montre
des phénotypes hétérochroniques atténués chez certains individus de la population, tels
qu’un éclatement par la vulve dii a un probléme de cuticules ou une incapacité de pondre
due a la malformation de la vulve. Il est proposé qu’ALG-1 et ALG-2 agissent de facon
complémentaire et s’entrecroisent dans leurs fonctions. Il est connu que leur perte de
fonction conduit a une diminution du niveau de microARN lin-4 et let-7 matures (Grishok
et al., 2001) et qu’ALG-1 et ALG-2 lient le microARN let-7 in vivo (Hutvagner et al.,

2004). Cependant, en réalité, on ignore si les autres microARN chez C. elegans leur sont

associés et s’ils s’associent a la fois avec les deux protéines Argonautes. De plus, le profil

d’expression des microARN au cours du développement n’est pas connu. Afin de répondre

a ces questions, nous avons utilisé une souche de C. elegans transgénique portant une copie

fonctionnelle extrachromosmique de la gfp fusionnée a alg-1, sous le contrdle du promoteur

endogene et de la région 3’ non-codante de alg-1 (Hutvagner et al., 2004). Pour la sélection
des vers transgéniques, la caractéristique thermosensible pour le géne pha-1(e2123ts) est
utilisée. Cette souche mutante thermosensible, a la température non-permissive de 25°C,
présente un défaut du pharynx conduisant a la mort des vers en stade L1 (Schnabel and
Schnabel, 1990). L’ajout d’une copie fonctionnelle de pha-1 dans cette souche, en
combinaison avec gfp::alg-1, permet aux animaux transgéniques de survivre a 25°C. En
effet, lors de I'injection simultanée de deux plasmides pour la génération d’animaux
transgéniques, les deux plasmides co-ségregent (Mello et al., 1991). Ainsi, puisque seuls les
animaux transgéniques pha-1(e2123ts) portant les copies fonctionnelles de pha-1 et
gfp::alg-1 peuvent survivre a 25°C, toute la population de vers croissant a cette température

est transgénique. Donc, afin d’isoler les microARN associés a ALG-1, des populations de
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ces vers ont ¢été récoltées a chacun des stades du développement, puis des extraits
protéiques ont été produits. Par la suite, la protéine GFP::ALG-1 a été immunoprécipitée a
I’aide d’un anticorps monoclonal a-GFP, puis les ARN retrouvés dans le complexe,
comprenant les microARN, ont été extraits et hybridés sur une micropuce contenant les

microARN connus de C. elegans (Figure 3-1).

L9, L2 X L4 )
IR R ha-1(e2123ts) Ex [pha-1, gfp..alg-1
adultes et embryons N pha-1(e2123ts) Ex [pha-1, gfp::alg-1]

i

Extraits protéiques

i

Immunoprécipitation «-GFP

l

Extraction ARN

i

Analyse par micropuce

Figure 3-1 : Schéma de I’expérience d’immunoprécipitation pour I’isolation des microARN
associés a ALG-1.

Des populations de vers synchronisées sont récoltées pour chacun des stades du
développement. Des extraits protéiques sont produits, puis la protéine GFP::ALG-1 est
immunoprécipitée a I’aide d’anticorps anti-GFP. L’ARN associé est extrait, puis hybridé
sur une micropuce contenant les microARN connus de C.elegans.

Afin de récolter des populations de vers a des stades développementaux précis, les vers
synchronisés ont été déposés sur pétri en début de stade L1, et laissés a 25°C sur de la
nourriture E.coli OP50 selon les périodes décrites dans le Tableau 3-1. Une observation
visuelle a également été faite avant la récolte, afin de s’assurer que les vers sont au bon

stade (Figure 3-2).
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Figure 3-2 : Apparence et taille des vers selon le stade du développement.

Images en DIC de vers a chacun des stades (Figure de Altun and Hall, 2005).

Stade désiré L1 L2 L3 L4 s
adultes

heures de croissance a

250C 6 15 23 30 36

Nombre de vers 1 600 1 000 600 300 150

nécessaires (x1000)
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Tableau 3-1: Temps de croissance a 25°C chez C. elegans et quantité de vers nécessaire

pour la récolte de populations synchronisées a des stades précis du développement

Les vers synchronisés sont déposés sur pétri au temps 0 alors qu’ils sont au début du stade
L1. La synchronisation au stade L1 est obtenue en laissant des embryons éclore en absence

de nourriture, stoppant ainsi les larves au stade L1 (voir 3.3.2 pour plus de détails).

3.1 Détermination de la quantité de protéines nécessaire pour
I’expérience

Une fois les vers récoltés, des extraits protéiques ont été produits, et la protéine GFP::ALG-

1 a été immunoprécipitée. L’ARN associé a été isolé, puis envoyé au collaborateur Dr Eric
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Miska pour ’hybridation sur micropuce. Toutefois, avant de procéder a I’expérience chez
tous les stades développementaux, nous avons tout d’abord déterminé la quantité d’extrait
protéique nécessaire pour détecter les microARN selon la méthode. Nous avons donc fait
I’immunoprécipitation de GFP::ALG-1 a partir de 1 mg, 2 mg et 4 mg d’extraits de
protéines totales de vers au stade jeune adulte (sans embryons). L’ARN a été isolé, et
envoyé pour 1’analyse par micropuce. Un controle post-immunoprécipitation a été fait par
immunobuvardage de type Western sur 10% de I'immunoprécipité afin de vérifier la

réussite de I'immunoprécipitation de la protéine GFP::ALG-1 (Figure 3-3).
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Figure 3-3 : Immunobuvardage de type Western de la protéine GFP::ALG-1 apres son
immunoprécipitation chez les extraits de jeunes adultes.

10% de I'immunoprécipité a été migré sur gel SDS-PAGE 8% acrylamide pour
I’immunobuvardage, donc les échantillons représentent 100, 200 et 400ug. Al représente la
souche pha-1(e2123ts) Ex [pha-1, gfp::alg-1] alors que N2 est la souche de type sauvage.

La protéine GFP::ALG-1 est détectée par immunobuvardage de type Western chez les
jeunes adultes pour les trois quantités de protéines utilisées (1 mg, 2 mg et 4 mg), mais
n’est pas détectée chez les vers N2, utilisés comme controles. Il semble cependant y avoir

beaucoup de dégradation de la protéine GFP::ALG-1.
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Selon les résultats obtenus de 1’hybridation sur micropuce des ARN associés a GFP::ALG-
1, nous pouvons remarquer que peu de microARN sont détectés a partir de
I’immunoprécipitation dans 1 mg de protéines totales, et que le nombre de microARN
détectés va en augmentant avec la plus grande quantité¢ d’extrait utilisée (Figure 3-4). Dans
I’extrait de 4 mg, on retrouve pratiquement tous les microARN détectés dans 1’extrait total
(ARN extrait directement de 500 pg d’extrait protéique, sans immunoprécipitation). Une
différence du nombre de microARN détectés se remarque entre 1’utilisation de 2 mg ou 4
mg d’extraits, mais une observation attentive des données montre que les microARN
n’étant pas retrouvés dans les 2 mg ont en fait un signal trés faible pour les 4 mg (voir
données Annexe 1). Nous avons aussi fait cette expérience en paralleéle avec des vers N2
(type sauvage), n’exprimant donc pas GFP::ALG-1, afin s’assurer que ’anticorps ou les
billes utilisées ne lient pas des microARN de fagon non-spécifique. Nos résultats ont
montré trés peu de signal provenant des échantillons N2, la majorité des microARN n’étant
pas du tout détectés dans ces échantillons, alors que quelques uns sont détectés, mais avec
un signal trés faible (voir données Annexe 1). En tenant compte de ces résultats, nous avons
décidé de réaliser I’expérience chez tous les stades développementaux avec 3 mg d’extrait

protéique total.

100%

80% -
66% 65%

60%

47%

40% -

17%
20%

0% ; -

0,5 extrait total 1 2 4

% des microARN de la micropuce
détectés chez I'adulte

guantité de protéines utilisée (mg)

Figure 3-4 : microARN détectés chez les jeunes adultes par 1’analyse sur micropuce
comportant 116 microARN de C. elegans.

Les microARN détectés ont été extraits de la protéine GFP::ALG-1 immunoprécipitée a
partir d’extraits protéiques de 1 mg, 2 mg et 4 mg. Les microARN provenant de 0,5 mg
d’extrait total non immunoprécipité ont aussi €té analysés afin de représenter la population
de microARN présents.
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3.2 Analyse des microARN associés a la protéine GFP::ALG-1
selon les stades développementaux.

Nous avons donc procédé aux immunoprécipitations de GFP::ALG-1 dans 3 mg d’extraits
protéiques de populations de vers pour chacun des stades développementaux. L’ARN
associé a GFP::ALG-1 a été extrait, puis analysé sur micropuce contenant 116 microARN

de C. elegans.

En observant le controle d’expression de GFP::ALG-1 par immunobuvardage de type
Western suite a I’immunoprécipitation, on remarque que, chez les embryons, GFP::ALG-1
n’est aucunement détectée. (Figure 3-5). La protéine est présente chez les autres stades,

quoique le signal soit plutot faible. On note beaucoup de dégradation.

<« GFP:ALG-1

<« 19G

Figure 3-5: Immunobuvardage de type Western de la protéine GFP::ALG-1
immunoprécipitée chez les divers stades développementaux de C. elegans.

10% des 3 mg de protéines immunoprécipitées ont été chargés sur gel SDS-PAGE 8%
acrylamide. N2 représente la souche de type sauvage, et Al représente la souche pha-
1(e2123) ex [pha-1, gfp::alg-1]. Emb représente le stade embryonnaire.
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L’¢étude par micropuce des microARN retrouvés associés a ALG-1 au cours des stades du
développement chez C. elegans nous a révélé plusieurs informations. Tout d’abord, nous
avons déterminé la proportion des 116 microARN de la micropuce qui sont détectés a
chacun des stades du développement comme étant associés a ALG-1. On retrouve de 40 a
65% des microARN, dépendamment du stade (Figure 3-6). Concernant les microARN
présents dans les extraits totaux par rapport a ceux retrouvés dans I’immunoprécipité, on en
retrouve une quantité relativement similaire, excepté au stade L2, ou leur nombre est plus
¢levé. Cette analyse nous donne donc une indication de la proportion de tous les microARN

de la micropuce retrouvée a chacun des stades développementaux.

100%

80% 72%
65% 66%

60% 54% 54%
’ 469 479%>1%

W immunoprécipités
40%

@ extrait total
20%

0%

% des microARN de la micropuce
détectés

L1 L2 L3 L4 AD

Stades du développement

Figure 3-6 : Pourcentage des microARN de la micropuce associés a ALG-1 ou présents
dans I’extrait total a chaque stade du développement.

3 mg d’extrait total a été utilisé pour I’immunoprécipitation d’ALG-1, alors que 0,5 mg
d’extrait total a été utilisé pour I’isolation des ARN associés. AD représente les jeunes
adultes. L expérience a été réalisée une fois.

Ensuite, nous avons regardé, par rapport aux microARN retrouvés dans 1’extrait total (sans
immunoprécipitation), ceux qui ont été immunoprécipités avec GFP::ALG-1. Cela nous
donne donc une indication, parmi les microARN détectés a ce stade, de combien sont
associés a ALG-1. On remarque qu’aux stades L3, L4 et adulte, les microARN détectés
sont pratiquement tous associés a ALG-1, alors que cette proportion est moindre aux stades

plus précoces L1 et principalement L2 (Figure 3-7).
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Figure 3-7: MicroARN associés a ALG-1 par rapport aux microARN détectés dans I’extrait
total pour chacun des stades.

3 mg d’extrait total ont été utilisés pour I’immunoprécipitation d’ALG-1 et I’isolation des
ARN associés, et 0,5 mg d’extrait total ont été utilisés pour 1’isolation des ARN. AD
représente les jeunes adultes.

Par la suite, nous avons observé la quantité de microARN détectés, tous stades confondus,
avant et aprés I’'immunoprécipitation. Les microARN qui étaient détectés avant
I’immunoprécipitation (extrait total), mais non aprés, ne sont probablement pas associés a
ALG-1, mais pourraient 1’étre a une autre protéine Argonaute, comme ALG-2. Les données
ont révélé que 69% des 116 microARN sont détectés apres I’immunoprécipitation, que 12%
sont détectés uniquement dans 1’extrait total mais n’ont pas ét¢ immunoprécipités, et que

19% ne sont détectés dans aucun des stades (Figure 3-8).
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B microARN non-détectés

Figure 3-8: Fraction des microARN totaux détectés dans I’immunoprécipitation et dans
I’extrait total (sans immunoprécipitation).

De plus, nous avons analysé I’expression de chacun des microARN selon le stade, et nous
avons observé que I’expression de certains microARN est spécifique a un ou quelques
stades en particulier (19%), alors que d’autre ont une expression répartie sur tous les stades
(62%) (Figure 3-9). Il y a donc 22 microARN qui, selon nos données, semblent spécifiques

a certains stades en particulier. Une liste de ces microARN est donnée au Tableau 3-II.

19%

W microARN répartis sur tous les stades

19% m microARN stades-spécifiques

B MiARN non détectés

Figure 3-9: Répartition des microARN totaux selon leur profil d’expression au cours des
stades développementaux.
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microARN stade d'expression microARN stade d'expression
miR-41 L2 miR-76 AD
miR-46 L2 miR-87 L2
miR-53 AD miR-235 AD
miR-56 L2 miR-237 L3
miR-61 L2 miR-238 AD
miR-63 L2 miR-246 L2
miR-64 L2 miR-257 L3, L4, AD
miR-66 AD miR-260 AD
miR-73 L1 miR-262 L2
miR-74 L3, L4, AD miR-265 L2
miR-75 L2 miR-273 L2

Tableau 3-II: MicroARN dont [D’expression est spécifique a certains stades du
développement.

3.3 Matériels et méthodes

3.3.1 Souches de C. elegans

Les souches utilisées pour cette expérience sont les souches N2 (type sauvage) et pha-
1(e2123ts) Ex [ pha-1, gfp::alg-1 ] (Hutvagner et al., 2004). Les souches sont maintenues a
25°C afin de maintenir la copie extrachromosomique chez toute la population, puisque la

mutation pha-1(e2123ts) est thermosensible a 25°C.

3.3.2 Synchronisation des animaux

Les souches N2 et pha-1(e2123) Ex[ pha-1, gfp::alg-1 ] ont été synchronisées afin
d’obtenir des populations de vers au méme stade. 15 ml de la solution M9 (22mM KH,POy,
42mM Na,HPO4, 86mM NaCl, ImM MgSQO,) est déposée sur un pétri contenant une
grande quantité¢ de vers adultes (environ 150 000) porteurs d’embryons. La solution est
ensuite centrifugée a 2800 rpm pendant 30 secondes, et le surnageant est jeté, conservant
ainsi un culot de vers. 10 ml de la solution de synchronisation (20% hypochlorite de
sodium, 500mM KOH) est ajoutée aux vers et le tout est agité vigoureusement pendant
environ 2 minutes. La solution est centrifugée, le surnageant jeté, et un nouveau 10ml de
solution de synchronisation est ajouté aux vers. Le tout est agité jusqu’a la dissolution
compléte des corps adultes. La solution est centrifugée et les vers sont rincés 4 fois avec la
solution M9. Le culot lavé est resuspendu dans 10 ml de M9, et on le laisse pour 24h a la

température de 25°C avec agitation. Les ceufs, ayant survécu au traitement, écloront durant
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les 24h d’incubation et les larves seront bloquées au stade L1 puisqu’elles sont en absence

de nourriture.

3.3.3 Extraction protéique

Les animaux synchronisés sont ensuite comptés, en utilisant 1 pl des 10 ml de la
suspension de larves déposé sur lame de microscope. La moyenne de 3 comptes est ensuite
multipliée par 10 000 afin d’obtenir le nombre total d’animaux dans le tube. Les animaux
sont ensuite déposés sur pétris (150mm) en présence de nourriture E.coli OP50, et laissés
pour croitre selon les temps indiqués au Tableau 3-I (page 33), selon le stade désiré.
Chaque pétri peut contenir environ 150 000 adultes, 200 000 L4, 250 000 L3, 300 000 L2
et 400 000 L1. Les vers sont ensuite récoltés et resuspendus dans le tampon de lyse froid
(100mM acétate de potassium, 30mM HEPES-KOH pH 7.4, 2mM acétate de magnésium,
ImM DTT, 0,5% Triton X-100, 2% SUPERAseIn (Ambion), le tout additionné d’une
tablette d’inhibiteurs de protéases Mini Complete protease Inhibitor Cocktail (Roche) par
Sml de tampon de lyse) et sont broyés manuellement avec un piston de type Dounce.
L’extrait est ensuite centrifugé a 13 000 rpm pendant 10 min a 4°C et le surnageant est
conservé. Le surnageant est dosé pour la quantité de protéines selon la méthode Lowry (DC
Protein Assay kit (Bio-Rad)). Les extraits protéiques sont aliquotés en échantillons de 2 mg

de protéines et conservés a -80°C.

3.3.4 Immunoprécipitation

30ul de billes protéine G agarose (Roche) sont ajoutées a 3 mg d’extrait protéique et le tout
est incubé 1h a 4°C sur un agitateur rotatif. Le surnageant est récupéré et incubé avec 6 pg
d’anticorps monoclonal Anti-AFP (QBiogene) pour 1h a 4°C. L’anticorps Anti-AFP
reconnait GFP et BFP, ainsi que leurs variantes. 30ul de billes protéine G agarose sont
ajoutées a la solution et le tout est incubé 1h a 4°C. Les billes sont ensuite lavées 3 fois avec
le tampon de lyse froid. 10% des billes sont resuspendues dans du tampon Laemmli 2X,
bouillies 5 minutes, centrifugées, puis le surnagenant est déposé sur gel SDS-PAGE a une
concentration de 8%. Les protéines sont ensuite transférées sur membrane Hybond-P
(GE/Amersham) pour I’immunobuvardage de type Western. La protéine GFP::ALG-1 est
révélée par lutilisation de D’anticorps monoclonal Anti-GFP (1:1000; Roche) et de
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I’anticorps secondaire Anti-souris conjugué¢ a la peroxydase (1:5000; Cedarlane

laboratories).

3.3.5 Extraction de I’ARN

Un volume du tampon de protéinase K (50mM EDTA, 3% SDS) est ajouté a 1’échantillon,
ainsi que 20pg de glycogene et 50ug de protéinase K. Le tout est incubé a 65°C pendant 15
minutes. On ajoute ensuite 200ul de phénol-chloroforme, on vortexe la solution durant 30
secondes et on centrifuge durant 5 min a vitesse maximale. La phase aqueuse est isolée, et
I’ARN contenu est précipité avec 500 ul d’éthanol 100% froid, puis la solution est placée a
-20 °C pour au moins lh. L’ARN est ensuite centrifugé, et le culot lavé a 1’éthanol 70%.

Les échantillons d’ARN ont été conservés dans 1’éthanol.

3.3.6 Analyse par micropuce

La méthode d’analyse du profil d’expression des microARN par micropuce a été réalisée
telle que décrite précédemment (Miska et al., 2004). Briévement, les échantillons conservés
dans 1’éthanol ont été centrifugés a 4°C, 12 000g pour 15 minutes. Sug de chacun des
¢échantillons d’ARN ont été chargés sur un gel de polyacrylamide a 15%. Une section de
gel correspondant aux courts ARN de 18 et 26 nucléotides a été coupée, et placée dans la
solution d’¢lution (0,3M NaCl) a 4°C pour la nuit. L’ARN a été précipité a 1’éthanol avec
I’utilisation de 20pug de glycogene. Les échantillons ont été centrifugés a 4°C, 12 000g pour
30 minutes et lavés a 1’éthanol 80%. Les culots d’ARN ont été resuspendus dans 15ul de
mélange de ligation (tampon ligation 3X, 200 uM 3’ pCU-Cy3, 100 mM DTT, 10 mM
ATP, T4 ARN ligase) pour le marquage et incubés a 30°C pour 2 heures. Les micropuces
sont bloquées dans la solution de blocage (50mM ethanolamine, 0,1M Tris pH 8.8/9, 0.1%
SDS) a 48°C pour 5 minutes, rincées, puis asséchées. 60ul de solution d’hybridation (5X
SSC/0.1% SDS, 0.6ul ADN de sperme de saumon) ont été ajoutés aux échantillons et le
tout est chauffé a 80°C pour 5 minutes. 35ul d’échantillon a été utilisé pour I’hybridation, et
les micropuces ont été incubées dans un bain d’eau a 48°C pour 10-12 minutes. Les
micropuces ont ensuite été rincées avec du SSC 4X, lavées deux fois dans le SSC 2X/0.1%
SDS a 48°C pour 5 minutes, puis lavées avec du SSC 0,2X a la température de la piece pour
1 minute. Finalement, les micropuces ont ¢été asséchées et lues a 532nm. Les données

d’expression ont été log-transformées, gene-centered (mean), et normalisées.
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4 Criblage genétique pour I’identification de nouvelles
composantes de la voie des microARN

4.1 Lastratégie de criblage

A ce jour, le mécanisme d’inhibition de la synthése protéique par les microARN est mal
compris, de méme que I’implication des protéines Argonautes ALG-1 et ALG-2 dans cette
voie métabolique. Puisque ces protéines Argonautes jouent un rdle central dans la voie des
microARN, nous nous sommes intéressés a [I’identification de nouveaux facteurs
interagissant avec ces protéines. Nous avons donc congu un criblage génétique basé sur la
caractéristique de létalité synthétique des genes alg-1 et alg-2. En effet, lorsque les deux
geénes sont mutés simultanément, 1’animal ne peut survivre (Grishok et al., 2001).
Toutefois, tel que mentionné précédemment, lorsque le géne alg-2 seul est muté, le ver se
comporte comme un animal de type sauvage, alors que lorsque le géne alg-1 est muté,
I’animal présente des phénotypes hétérochroniques atténués. En utilisant le mutant alg-
2(0k304), nous désirons identifier des genes qui, lorsque mutés, présentent une létalité
synthétique avec alg-2, comme le fait alg-1. Nous espérons ainsi découvrir de nouveaux
intéracteurs génétiques d’alg-2. Pour ce faire, nous avons basé notre criblage sur celui
conduit par Fay et collaborateurs qui a mené a I’identification de genes interagissant avec
lin-35/Rb (Fay et al., 2002). Pour notre criblage, nous utilisons une souche de C. elegans
ayant sa copie génomique du géne alg-2 délétée et transportant une copie
extrachromosomique contenant a la fois le géne alg-2 fonctionnel et la gfp sous le controle
du promoteur sur-5 (Figure 4-1).Puisqu’il a été démontré que les plasmides co-injectés
dans le ver pour former une lignée transgénique co-ségrégent ensemble (Mello et al., 1991),

les copies de alg-2 et sur-5::gfp co-ségregent.
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Figure 4-1: C. elegans exprimant sur-5::gfp

Lorsque la copie extrachromosomique est présente chez 1’animal, on observe une forte
expression de la gfp, témoignant ainsi de la présence du géne alg-2 fonctionnel. Cette copie
étant extrachromosomique, elle est transmise de fagon non-mendé¢lienne a la descendance,
et donc environ 50% des individus perdent la copie a chaque génération. La génération de
mutations synthétiques Iétales avec alg-2 conduira donc a la nécessité pour I’animal de
posséder la copie fonctionnelle extrachromosomique d’alg-2 pour survivre, et par
I’expression de la GFP, il sera facile d’identifier ces animaux. En effet, I’inhibition de alg-1
par RNAI sur cette souche a donné des animaux enticrement GFP positifs (Martin Simard,
données non montrées). Ainsi, suite a la mutagénése, les vers ayant acquis une mutation
synthétique 1étale avec alg-2 ne ségrégeront que des vers GFP positifs, alors que ceux
n’ayant pas de mutation synthétique Iétale pourront perdre la GFP (Figure 4-2). Les
candidats nous intéressant sont donc évidemment ceux qui conservent 1’expression de la

GFP.
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/v alg-2 (ok304 ) Ex [ alg-2, sur-5::gfp ]

PO <
l Agents mutagénes (EMS)

F1

!
F2

!

F3

/CVN /\/ Mutation causant une letalité synthétique — 100% GFP +

A N NCople fonctionnelle d’alg-2 nécessaire pour la survie
% N Mutation ne causant pas de létalité synthétique— GFP +/-
A/ /\/

Figure 4-2: Schéma de la stratégie du criblage génétique synthétique Iétal avec alg-2.

Les animaux ont donc été mutagénisés au EMS (éthylméthanesulfonate), agent mutagéne
causant principalement des transitions G/C-A/T, mais aussi quelques courtes délétions et
autres réarrangements chromosomiques (Riddle et al., 1997). Les animaux ont été
mutagénisés en Po (lignée parentale), et 1000 F1 exprimant la GFP (GFP positifs) ont été
isolés. Les F1 sont hétérozygotes pour la mutation, ayant regu un seul gaméte mutagénisé
de leur mere, qui est hermaphrodite et se reproduit par auto-fertilisation. Dans le cas d’une
mutation récessive, les F2 peuvent étre homozygotes pour la mutation (1/4 de ceux-ci),
donc quatre F2 GFP positifs par F1 ont été isolés. On observe ensuite la population de F3
se développant sur ses pétris des F2, et on conserve ceux qui ont une population
entiecrement GFP positive (Figure 21). Ainsi, a partir des 1000 F1, nous avons pu isoler des
F2 de 730 F1, et a la fin nous avons observé la génération F3 de 1556 F2 pour identifier
celle ou la population est 100% GFP positive. Ceux qui n’ont pas pu étre observés
présentaient des phénotypes de 1étalité, de stérilité ou des problémes de croissance. Nous

avons finalement identifié 11 candidats ayant une génération F3 entiérement GFP positive.
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alg-2 (ok304 ) ex [ alg-2, sur-5:gfp |

/\-/< 500 000 vers mutagénisés

PO Agents mutagenes (EMS 50mM, 4h)

% F1 1000 vers GFP+ isolés (730 ont survécu)
|
a ﬁ : %{ Ve +m F2 4 vers GFP+ isolés par F1 (ABCD)

F3 Recherche de pétris ayant 100% de vers GFP+

Figure 4-3: Détails de la réalisation du criblage génétique.

Les vers ont été mutagénisés au EMS en PO, puis 1000 F1 GFP+ ont été isolés. 4 F2 ont été
isolés par F1 (1/4 seront homozygotes mutants) et la population F3 a été observée pour
I’expression de la GFP chez tous les individus.

4.2 Caractérisation des mutants

Les 11 candidats obtenus ont tout d’abord été isolés et caractérisés (

Tableau 4-I). Certains candidats présentent des phénotypes répertoriés chez C. elegans,
comme la paralysie ou les mouvements non coordonnés (uncoordinated), le mouvement de
rotation sur eux-mémes (roller), une haute incidence de males (high incidence of males),
une incapacité a pondre (egg laying defect) ou une morphologie modifiée, comme des vers
plus courts et larges (dumpy). Certains présentent aussi de la thermosensibilité; a 15°C ils
sont en santé, alors qu’a la température de 25°C, ils deviennent stériles et meurent. De plus,
puisque certaines protéines, comme Dicer, sont communes a la fois aux voies des
microARN et de l'interférence a I’ARN (RNAi) (Hutvagner et al., 2001), nous avons
vérifié si les candidats présentaient aussi de la résistance au RNAi. Les vers ont donc été
nourris avec des bactéries produisant de I’ARN double brin ciblant le géne let-2, qui,
lorsque inhibé, cause la mort des vers par un éclatement par la vulve. Trois candidats parmi
les 11 ont montré une résistance au RNA.. Il reste cependant a déterminer si ces phénotypes

sont liés ou non a la mutation synthétique 1étale avec alg-2.
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candidats phenotypes thermosensibilité | . Re’S|stanc\e f"‘
observés l'interférence a I'ARN

43-B

43-D

48-A unc

164-A malade X

164-D malade X

175-D him X

189-A X

226-C unc, dpy, rol, egl

515-B X

593-A

727-D unc, malade X

Tableau 4-1: Phénotypes observés chez les 11 candidats obtenus du criblage génétique
synthétique 1étal.

Unc (uncoordinated), Him (high incidence of males), Dpy (dumpy), Rol (roller), Egl (eqg
laying defect), malade: défaut de croissance, de motricité, meurt sur le pétri.

4.3 Test de complémentation

Avant de procéder a la cartographie génétique des candidats pour identifier les génes mutés
par leur position sur le chromosome, nous avons effectué¢ un test de complémentation, dont
le but est de vérifier si certains candidats pourraient porter la méme mutation, ayant le
méme géne muté. Chez C. elegans, le génome est organisé en 6 chromosomes: 5
autosomes et le chromosome X. Les hermaphrodites sont diploides pour les six
chromosomes, alors que les males sont diploides pour les autosomes, mais haploides pour
le chromosome X. Les hermaphrodites se reproduisent généralement par auto-fertilisation,
sauf lorsqu’elles sont fécondées par un male. Les males sont peu fréquents chez les vers de
type sauvage (0,02%). Pour effectuer le test de complémentation, il suffit de croiser deux
candidats entre eux, un male avec une hermaphrodite, et d’observer si leur descendance se
complémente. Si les génes mutés sont différents chez les deux candidats croisés, chacun
sera en mesure de fournir une copie fonctionnelle du géne muté chez 1’autre candidat, ce
qui produira une descendance hétérozygote pour les deux mutations, et ces animaux
pourront perdre I’expression de la GFP. A I’inverse, si les deux candidats ont le méme géne
mutg, la descendance sera nécessairement GFP positive, puisqu’ayant conservé la mutation,
la copie extrachromosomique est nécessaire a sa survie (Figure 4-4). Ainsi, des candidats

ayant des geénes mutés différents peuvent se complémenter, alors que ceux étant mutés sur
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le méme gene ne le peuvent pas. Nos tests de complémentation ont permis de classer les 11
candidats en 5 groupes distincts (Tableau 4-11 et

Tableau 4-I1I).

alg-2: mutant 1 x alg-2; mutant 2
alg-2 mutant 1 alg-2 mutant 2

mémes génes mUV différents génes mutés

0

F1 m F1 m;m
m +  +
F2 moumoum F2 moumou+;
m m m m + +
100% GFP+ ¥4 peuvent perdre la GFP
Pas de complémentation Complémentation

Figure 4-4: Schéma du croisement pour les tests de complémentation.

Si les genes mutés sont les mémes chez les deux mutants croisés, les générations suivantes
seront toujours homozygotes mutantes et conserveront 1’expression de la GFP. Cependant,
si les deux genes mutés sont différents entre les deux mutants croisés, chacun pourra
fournir une copie fonctionnelle du géne muté chez ’autre parent. Ainsi, la génération
suivante est hétérozygote, et peut perdre la GFP. La mutation alg-2 n’est pas illustrée dans
les génotypes des F1 et F2 afin d’alléger I’illustration.
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43-B + + + + + +

43D + + + + + +

48-A + + + + + + +

164-A | + + + (+) (+)

164D | + + + (+) (+)

175-D + + + (+) (+) + (+)

226-C | + + + (+) (+) (+) +
+ + +
+ + +
(+) + +
226-C | 515-B | 593-A | 727-D

Tableau 4-11: Tests de complémentation entre les 11 candidats.

Les « + » signifient que les deux candidats se complémentent, alors que les « - » signifient
que les candidats ne se complémentent pas. Les résultats entre parenthéses sont déduits a
partir des tests de complémentation avec les candidats faisant partie du méme groupe de
complémentation.

Afin de vérifier si les génes mutés seraient des genes déja connus comme interagissant
génétiquement avec alg-2, tels que alg-1 (Grishok et al., 2001), sex-1, sdc-2 ou ZK262.8
(Tops et al., 2006), et sachant que trois génes sur les quatre (alg-1, sex-1 et sdc-2) sont
situés sur le chromosome X, nous avons effectué un test génétique. Ce test exploite
I’haploidie des males pour le chromosome X. Nous avons croisé¢ les hermaphrodites
mutantes avec des males alg-2 et observé la descendance. Si la mutation est située sur le
chromosome X, les descendants males seront nécessairement mutants, puisque les males
n’ont qu’un seul chromosome X, provenant de leur mére. Si, au contraire, la mutation n’est
pas sur X, les males seront hétérozygotes pour la mutation. En croisant donc de nouveau les
males obtenus avec I’hermaphrodite mutant, si la mutation est sur le chromosome X, tous
les descendants seront mutants et conserveront la GFP. Si la mutation n’est pas sur le
chromosome X, seulement Y4 des descendants seront mutants, donc le % des descendants

pourront perdre la GFP (Tableau 4-1V, Figure 4-5).
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groupe | groupe | groupe | groupe | groupe
1 2 3 4 5
43-D 593-A 727-D 175-D 226-C
43-B 48-A 164-A
515-B 164-D
189-A

Tableau 4-111: Groupes de complémentation

Si la mutation est sur X  Si la mutation n'est pas sur X

- m d x alg-2; mutant m m - x alg-2; mutant m
alg-2; mutant m x alg-2(\WT) + ¢ alg-2; mutant m = alg-2; mutant m
ou

alg-2, mutant m  alg-2(WT) +

F1 m¢&oumd

F1 moum F1
0 + ©

m

l

F2 100% GFP+

m
m

— +3

F2 de F1 m peuvent perdre la GFP

+

Figure 4-5: Schéma du croisement visant a déterminer si la mutation se situe sur le
chromosome X.

En croisant une hermaphrodite mutante avec un male alg-2(0k304), si la mutation est sur le
chromosome X, les males obtenus du croisement seront mutants, alors que si la mutation
est sur un autre chromosome, les males seront hétérozygotes. En recroisant ces males dans
une hermaphrodite mutante, les males mutants auront une descendance mutante 100%
GFP+, alors que les hétérozygotes donneront une descendance en partie hétérozygote, qui
pourra perdre 1’expression de la GFP. La mutation alg-2 n’est pas illustrée dans les
génotypes des F1 et F2 afin d’alléger I’illustration.

Les groupes de complémentation 2 (593A, 48-A) et 5 (226-C) porteraient leur mutation sur
le chromosome X. Pour les groupes 1 (43-B, 43-D, 515-B) et 3 (727-D, 164-A, 164-D, 189-
A), cela n’est pas le cas (Tableau 4-1V). Les génes mutés pour les groupes 1 et 3 ne doivent
donc pas étre alg-1, sex-1 ni sdc-2, mais il reste toujours la possibilité que ce soit ZK262.8,
situé sur le chromosome V. Pour le groupe 4 (175-D), cette information n’a pas été
déterminée, cette souche étant Him (haute incidence de males), il est difficile de savoir si
les hermaphrodites sont fécondées par les males, puisqu’elles donnent en tout temps

environ 50% de males. De plus, les males de la souche 175-D sont stériles. En recroisant le
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candidat 175-D avec des vers alg-2(0k304), il serait possible de perdre les mutations Him et

de stérilité afin de réaliser ce test.

Groupe de mutants Mutation
complémentation sur X

43-B -
43-D -
515-B -
48-A
593-A
164-A -
164-D -
189-A -
727-D -
175-D ?

x| X

Bl W w w022

4, ]

226-C X

Tableau 4-1V: Résultats du croisement déterminant si la mutation est située sur le
chromosome X

Les «x» représentent la présence de la mutation sur le chromosome X, les «-»
représentent 1’abscence de mutation sur le chromosome X, et «?» signifie que
I’information est indéterminée pour ce candidat.

4.4 Etude du candidat 189-A

Par sa bonne croissance, la présence de la mutation sur un autre chromosome que le
chromosome X et sa résistance au RNAIi, nous avons décidé de d’abord caractériser et

cartographier le candidat 189-A.

4.4.1 Caractérisation du candidat 189-A

4.4.1.1 Resistance au RNAI
Comme décrit précédemment, le candidat 189-A présente une résistance a I’interférence a
I’ARN lorsqu’on le nourrit avec des bactéries produisant de I’ARN double brin ciblant le

geéne let-2 (

Tableau 4-1). Afin de vérifier si cette résistance au RNAI est due a la mutation synthétique
létale avec alg-2 ou a une autre mutation générée dans le génome du ver suite a la

mutagénése, nous avons croisé le candidat avec la souche alg-2 (0k304), afin d’éliminer des
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mutations non-liées. Lors de la méiose, il se produit des événements de recombinaison, ce
qui fait que deux mutations peuvent donc étre séparées entre elles chez la descendance. Les
descendants des croisements sont testés tout d’abord pour la présence de la GFP,
témoignant de la présence de la mutation synthétique 1étale avec alg-2, puis sur nourriture
ciblant le géne let-2. Pour 189-A, 5 croisements successifs ont été nécessaires pour perdre
la résistance au RNAI (souche sla-1 (gbcl)). Il existe en fait deux types de RNAi : le RNAi
germinal et le RNAi somatique (Tijsterman et al., 2002). La protéine Argonaute PPW-1 a
¢té montrée comme essentielle pour le RNAi par nourriture ciblant des génes exprimés
dans la lignée germinale (Tijsterman et al., 2002), alors qu’elle ne 1’est pas pour le RNAi
ciblant les génes exprimés dans les cellules somatiques. Puisque la nourriture let-2 cible a
la fois les génes de la lignée germinale et somatique, nous avons répété le test sur de la
nourriture cdk-1 (germinal, inhibe la cycline-dependent-kinase 1, essentielle pour le cycle
cellulaire et donc la mitose) et sur la nourriture unc-22 (somatique, paralyse le ver) (Figure

4-6).

100%

80%

60% - msla-1 (gbcl)
m 189-A

40%
m N2

20%

% d'animaux sensibles au RNAI

0%
let-2 (soma et germ) unc-22 (soma) cdk-1 (germ)

type de nourriture RNAI

Figure 4-6: Caractérisation de la résistance au RNAI chez le candidat 189-A, et chez sla-1
(gbcl).

Les vers ont été déposés au stade L1 (n=40) sur la nourriture ciblant les génes let-2 (RNAi
germinal et somatique), unc-22 (RNAi somatique) et cdk-1 (RNAi germinal). Les
phénotypes sont observés chez les adultes au stéréomicroscope.

Les résultats ont montré que le candidat 189-A ¢était donc sensible au RNAi somatique,

mais résistant au RNAi germinal. Une fois le candidat croisé (sla-1 (gbcl)), la résistance au
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RNAi germinal est perdue, indiquant que cette résistance n’était pas liée a la mutation
synthétique létale avec alg-2. Les animaux de type sauvage N2 sont sensibles a tous les

types de RNAi, montrant que la nourriture RNAI utilisée pour I’expérience fonctionne.

4.4.2 Cartographie génétique de la mutation

Afin de connaitre le géne muté et de pouvoir mieux le caractériser, il est nécessaire de
déterminer ou se situe la mutation générée chez le candidat 189-A. Pour ce faire, nous
avons procédé a sa cartographie génétique par analyse des polymorphismes (SNP :
polymorphisme d’un seul nucléotide) ainsi que par analyse en 3 points. Ces techniques

exploitent la génétique de C. elegans.

En effet, chez C. elegans, chacun des 6 chromosomes est d’approximativement 50 unités de
mesure appelées mapping units, basées sur la fréquence de recombinaison méiotique. Cela
signifie que deux points opposés sur un chromosome, séparés par 50 mapping units, seront
séparés par la recombinaison méiotique 50 fois sur 100. La distance en mapping units,
distance génétique, différe donc de la distance physique, puisque la recombinaison ne se
fait pas de facon uniforme sur le génome, dii & des points chauds de recombinaison. Le
génome de C. elegans contient environ 20 000 genes, répartis sur approximativement 100
Mb, organisées sur les 6 chromosomes de taille variant entre 14Mb et 22Mb. La taille de
son génome est donc environ 20 fois supérieure a celui d’E.coli, et 30 fois inférieure a celui

de ’humain (Riddle et al., 1997).

4.4.2.1 Analyse par polymorphismes (SNP)

Afin d’identifier ou la mutation synthétique 1étale avec alg-2 se retrouve dans le génome,
nous avons d’abord procédé a une analyse SNP. Cette méthode exploite les différences de
polymorphismes entre deux souches de C. elegans éloignées géographiquement durant une
longue période. La souche N2, provenant d’ Angleterre, couramment utilisée en laboratoire,
a, durant I’évolution, accumulé des mutations différentes de la souche Hawaienne CB4856
(Wicks et al., 2001). Ces souches présentent plusieurs polymorphismes différents entre
elles, et plusieurs de ces polymorphismes créent des sites de restriction différents entre ces
deux souches. La technique de cartographie par SNP se base donc sur les polymorphismes

entre ces souches ainsi que sur la recombinaison méiotique. Le candidat mutant, de base
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N2, est croisé avec un ver de souche Hawaienne. Des événements de recombinaison
méiotique auront lieu, ce qui aura pour effet de « briser » le chromosome et de mélanger les
génomes N2 et Hawaien. On classe ensuite les vers selon leur phénotype mutant
(descendance 100% GFP positive) ou non-mutant (mélange de descendants GFP positifs et
négatifs). Les candidats intéressants seront les recombinants : ceux qui sont mutants auront
conservé un génome de type N2 a I’endroit de la mutation, alors que les non-mutants auront
acquis un génome de type Hawaien a I’endroit de la mutation. Afin de déterminer le
caractere N2 ou Hawaiien a un endroit précis, on amplifie la région ou se retrouve un
polymorphisme par PCR, puis on digére ce PCR avec I’enzyme de restriction appropriée
pouvant digérer le polymorphisme N2 ou Hawaien, selon le cas. Ainsi, si ’enzyme peut
digérer le génome N2 mais non I’Hawaien, le PCR N2 sera coupé en deux fragments, alors
que le PCR Hawaien demeurera entier. Ainsi, il est possible de déterminer, aux sites de

polymorphismes, de quel type est le génome de I’animal étudié (exemple Figure 4-7).

A

GCTTGGAGAGCATCTATGGCGTCTTTTCGGAATATCAAGTCAGTCACGAA
GTCTTGTGCCAATTCCTTTACCAATCGTTCGAATCTGGATCcgaggaatga
gcagttcagtagACTGTTGTTGTTTTCGGATTTCTCGCAGAGCAACTGTA i
CCAGAATGAAAAGGATATGATCGTACTGGCTGAGTGCACGATTTGCGGCA
TACTCCCGAAAGGTTCTTTTTGCCAGCCATTGTTTGGTAGATGTGGTGTG Alul : AGCT
AAATGGAGAGATTGTAAACCCTTCTATAGGTGCCAAAGGTGAGTGGGCGT TCGA
[A/G]GCTTCGAAGTCAACTGCGGTGAAGGGGGCGTGGTTTCTTACTATT
AGAGAAACTGTATCAGACTAACTCCGATAAAgccatagtcagtgaactct
CAACATAGTTAGGAAGAGTTACTCAGATTAAATAAAATCGTCAAAGAACA
ATCAGGCCAATTCTGGGCTAGGCATAGTTCATAGGCAGAACTTGGTAGAG
GAAATCAGAGTAAAGTAACGATGATTTTAATTTTTCCGTCTGAAAAAAGA

°
,\QQQe"l/\Z§ 172 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

500 | w=
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Figure 4-7: Exemple d’analyse SNP a la position 1.2 sur le chromosome V(F20D6).

A) Région comportant le polymorphisme du cosmide F20D6. Le polymorphisme est
indiqué en rouge, ou A fait partie du génome N2, et G, du génome Hw. L’endroit ou les
amorces utilisées pour I’amplification de la région polymorphique s’apparient est indiqués
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en vert et en bleu. B) Le PCR amplifiant la région polymorphique est ensuite digéré par
I’enzyme appropriée. L’enzyme utilisée ici, Alul, digere le polymorphisme N2 (AGCT). Il
est donc possible de déterminer le génotype des candidats F2 (numéros de 1 a 31) en
comparant avec le patron de digestion des souches N2 et Hw.

Pour la cartographie SNP de 189-A, une hermaphrodite mutante a été croisée avec un male
de la souche Hawaienne contenant la mutation alg-2. En effet, pour conserver la 1étalité
synthétique et le phénotype GFP+ des mutants, nous devons toujours conserver la mutation
alg-2. Ces deux souches ont donc été croisées, et les hermaphrodites F1 provenant
d’hermaphrodites Po fécondées sont isolées. Nous avons ensuite isolé environ 200 F2, issus
d’auto-fécondation des hermaphrodites F1. Nous laissons ensuite les F2 se reproduire par
auto-fécondation, et observons les F3 afin de connaitre le génotype des F2 : les F3 sont
100% GFP+ si le F2 ¢était homozygote mutant, alors que les F3 seront GFP+ et GFP- si le
F2 était hétérozygote ou homozygote non-mutant (Figure 4-8). Un extrait d’ADN
génomique est ensuite fait de chacun des F2, et c’est sur cet ADN génomique que seront

faits les PCR pour le génotypage.

189-A m X alg-2 (HwW)
189-Am  alg-2 (Hw)

+
+

!
F1 m
+

}

Analyse SNP

F2 moumoutr == 500 vers F2)
m + +
VE3+ GFps
+

F3mormor+ GFP+
m + +

YF3 m 100% GFP+
m

Figure 4-8: Schéma du croisement pour I’analyse SNP de 189-A.
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L’analyse SNP initiale faite sur 134 F2 a la position centrale de 1.19 du chromosome V
(F20D6) a révélé que 56 mutants sur 58 étaient de génotype N2, alors que 77 non-mutants
sur 77 étaient de génotype Hawaien (Hw) ou hétérozygote (hz) (données non montrées).
Cela nous montre que la mutation se situe sur le chromosome V, puisque le génotype des

mutants, N2, est effectivement 1ié aux candidats mutants, et vice-versa.

L’analyse des SNP des F2 sur le chromosome V nous a montré la présence de deux
mutations synthétiques 1étales sur le mutant 189-A, puisque nous avons obtenu des résultats
de SNP contradictoires, certains indiquant la mutation sur le bras gauche du chromosome,
alors que certains indiquaient a droite (données non montrées). Les deux mutations ont
donc été séparées chez les descendants et nous avons poursuivi avec celui dont la mutation
se retrouve sur le bras gauche du chromosome V. Nous avons appelé cette souche sla-

1(gbcl) (synthetic lethal with alg-2).

L’analyse de 147 F2 sla-1(gbcl) (78 mutants et 53 non-mutants) a révélé la présence de la
mutation entre les positions -12.7 (C50H11) et -3.65 (C13D9). En effet, les 3 mutants
recombinants obtenus (Tableau 4-V) deviennent de génotype Hawaien a partir de -3.65 vers
la droite, donc la mutation ne peut se situer dans cette région. Le non-mutant 94, lui, est de
génotype N2 a partir de -12.7 vers la gauche, ce qui signifie que la mutation n’est pas dans
cette région. Puisque ce candidat a perdu la mutation, la mutation devait se trouver dans la
portion maintenant devenue hétérozygote ou Hawaienne de son génome, ce qui porte donc

la barriére gauche a -12.7 (Tableau 4-V et Figure 4-9).

phénotype | candidat F2 -18.9 -12.7 -10.7 -7.9 -5.2 -3.65
mutant 1 N2 N2 N2 Hw
mutant 27 hz N2 N2 Hw
mutant 34 hz N2 N2 Hw

non-mutant 94 N2 N2 hz hz hz

Tableau 4-V: Recombinants obtenus de I’analyse des polymorphismes (SNP).

Les zones en bleu représentent les zones ou la mutation ne peut se retrouver, alors que les
zones en jaune représentent I’intervalle ou la mutation peut se situer. Donc, I’intervalle
obtenu ou la mutation peut se retrouver est entre -12.7 et -3.75.
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Figure 4-9: Schéma du chromosome V et de I’analyse SNP.

L’intervalle ou la mutation peut se trouver est entre -12.7 et -3.65.

4.4.2.2 Analyse en 3 points

En parall¢le a la cartographie de la mutation par SNP, nous avons effectué une cartographie
en 3 points. Cette méthode se base sur la fréquence de recombinaison entre la mutation et
deux marqueurs phénotypiques. Les deux marqueurs doivent étre situés de part et d’autre
de la mutation. Selon les résultats préliminaires de 1’analyse SNP, nous avons choisi le
marqueur Dpy-11 a la position 0, ainsi que le marqueur Unc-34, a la position -19.9. Nous

avons donc construit la souche dpy-11(e224) unc-34(e566 ) V; alg-2(0k304) II.

Une hermaphrodite de la souche contenant les marqueurs phénotypiques est ensuite croisée
avec un male mutant (Figure 4-10). Des hermaphrodites F1 GFP+ sont isolées et des F2
sont générés par auto-fécondation. Puisque ce sont les recombinants qui nous intéressent,
nous isolons des F2 recombinants de type Dpy non-Unc et Unc non-Dpy. Ces derniers sont
nécessairement recombinants, puisqu’ils ont perdu le second marqueur phénotypique,
démontrant que de la recombinaison méiotique s’est produite avec le mutant entre les deux
marqueurs phénotypiques. Ici cependant, les F2 ne peuvent étre homozygotes pour la
mutation, puisqu’ils auront normalement acquis un seul gamete recombinant. Des F3 seront
donc isolés (Y4 seront homozygotes recombinants), et on observe la génération F4 pour
déceler les homozygotes recombinants (ne possédent qu’un marqueur phénotypique). Ces
pétris F4 homozygotes recombinants sont observés pour I’expression de la GFP : ceux
100% GFP+ sont mutants, alors que les GFP positifs et négatifs ont perdu la mutation.
Ainsi, on s’attend a ce que si la mutation est prés du marqueur Dpy par exemple, trés peu

de mutants seront Dpy non-Unc, puisque la fréquence de recombinaison entre Dpy et la
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mutation serait faible di a la faible distance. Ainsi, Unc et la mutation apparaitraient

beaucoup plus souvent liés que Dpy et la mutation (Figure 4-11).

PO uncdpy x m

uncdpy m
F1I m
unc dpy
Recombinaison méiotique chez le F1 Gameétes recombinantes:
m unc m m dpy
u}'—cx—xﬂ—ﬁy dpy unc
Gametes parentales:
uncm m dpy
| | | m
dpy unhc udc dpy
F2 unc m dpy m dpy unc

(f.f’i}i’fﬁ.?ﬁii unc  dpy unc  dpy ufc dpy udc_ dpy

F3 uncm dpy m dpy unc
homozygotes — | s
recombinants unc m dpy m dpy uric

Les phénotypes (mutant ou non mutant) sont observés chez les F4 provenant de ces F3

Figure 4-10: Schéma du croisement pour 1’analyse en 3 points.

Une hermaphrodite Dpy-Unc est croisée avec un male mutant. Des hermaphrodites F1
GFP+ sont isolées et des F2 recombinants de type Dpy non-Unc et Unc non-Dpy sont
recueillis. Ces derniers sont nécessairement recombinants, puisqu’ils ont perdu le second
marqueur phénotypique, démontrant que de la recombinaison méiotique s’est produite avec
le mutant entre les deux marqueurs phénotypiques. Les F2 ne peuvent toutefois étre
homozygotes pour la mutation. Des F3 seront donc isolés (74 seront homozygotes
recombinants), et on observe la génération F4 pour déceler les homozygotes recombinants.
Ceux-ci sont ensuite observés pour a présence de la mutation, par observation de la GFP.
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Figure 4-11: Exemple de calcul de distance de la mutation selon le nombre de recombinants
obtenus.

Plus il y a de distance génétique entre la mutation et un marqueur, plus fréquemment la
mutation et le marqueur seront liés lors de la recombinaison méiotique (Figure modifié¢e de
Fay et al., 2001).

Ainsi, une fois les F3 homozygotes recombinants identifié¢s, les F4 ont été observés pour
connaitre le génotype mutant ou non-mutant des F3. Chez les Unc non-Dpy, nous avons
identifi¢ 17 mutants et 7 non-mutants. Chez les Dpy non-Unc, nous avons observé 4

mutants et 56 non-mutants (Tableau 4-VTI).

unc non-Dpy Dpy non-Unc
mutants | non-mutants | mutants | non-mutants
17 7 4 56
total: 24 total: 60

Tableau 4-VI: Résultats de 1’analyse en 3 points.

Les recombinants Dpy non-Unc et Unc non-Dpy ont été observés pour 1’expression de la
GFP, afin de déterminer leur caractére mutant ou non mutant.
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Selon le résultat des Unc non-Dpy, il y a 17 mutants sur 24 F3, ce qui indique qu’il y a 71%
de recombinants, ce qui porte la mutation a 71% de la distance de unc-34. 71% de 19.9
(distance entre les marqueurs) donne 14.1 et -19.9 (position de unc-34) additionné de 14.1
donne -5.8, soit la position de la mutation selon les résultats des recombinants Unc non-
Dpy. Selon le résultat des Dpy non-Unc, il y a 4 mutants sur 60 recombinants, donc 7% de

recombinants, ce qui porte la mutation vers -1,3 (Figure 4-12).

P X
[ 3 -
(74 7]
= =
@ S o B
'~
S = 55 = e %
; ® S 3 g3
R | 8l | 22
I | | : | — % I
22.5 -19.9 -12.7 -5.8 =3.65 -1.3 0

mutation

Figure 4-12 : Schéma du chromosome V et de 1’analyse en 3 points.

Le résultat obtenu a partir des recombinants Dpy suggere la présence de la mutation vers -
1.3, alors que le résultat a partir des recombinants Unc propose la présence de la mutation
vers -5.8. L’intervalle obtenu par la cartographie SNP indiquait la présence de la mutation
entre -12.7 et -3.65.

Ainsi, I’analyse en 3 points suggére que la mutation se retrouve a -1,3 quand on regarde le
résultat pour Dpy, et a -5.8 quand on regarde le résultat pour Unc. Cependant, les barriéres

obtenues par I’analyse SNP sont toujours de -12.7 a gauche et de -3.65 a droite.

4.4.2.3 Injection de cosmides

En tenant compte des résultats obtenus par I’analyse SNP et 1’analyse en 3 points, nous
avons décidé de procéder a I’injection de cosmides afin de tenter d’identifier le géne par le
rétablissement du phénotype de type sauvage. Les cosmides doivent €tre injectés dans les
gonades de C. elegans, afin de générer des descendants transgéniques (Mello et al., 1991).
Il est donc attendu que chez un animal transgénique portant le cosmide ou se trouve le géne
fonctionnel muté chez I’animal, la présence de la copie fonctionnelle du géne alg-2 liée a la
gfp ne soit plus essentielle pour sa survie. Ainsi, les animaux transgéniques portant une

copie fonctionnelle du géne muté pourront perdre 1’expression de la GFP. En tenant compte
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de la barriére a gauche obtenue par I’analyse SNP, soit a -3.65, ainsi que de 1’analyse en 3
points suggérant la présence de la mutation autour de -1,3 ou de -5,8, nous avons injecté

tous les cosmides se situant entre -3,65 et -5,9 (Tableau 4-VII).

groupes | cosmides
d'injection /YAC fonctions associées
F54D11 | F54D11.4: ARN hélicase
A K11D12
TO8H10
F39G3 F39G3.3: facteur initiation traduction
B F13A2
H22D07
T28F12
C F26G5
KO3B4

F32D1.9: facteur impliqué maturation extrémités 3'
F32D1 ARNmM

D ZC266
F37H5
C18G1 | C18G1.4 (pgl-3): protéine des corps P
E H23N18
CO2E7
F41F3
F C13D9
RO2F11
T19H12
Y47D7A
Y60C6A
Y61A9LA

< =T |®

Tableau 4-VII: Cosmides injectés chez le candidat mutant.

Certains cosmides comportaient des geénes donc la fonction aurait pu étre reliée aux
microARN.

Les cosmides ont été injectés en groupes de 3, ou seuls, en combinaison avec le plasmide
pRF4, comportant une mutation dominante du geéne rol-6(sul006) ayant pour conséquence
de donner aux animaux transgéniques un phénotype roller, ou les animaux tournent sur
eux-mémes (Mello et al., 1991). Les vers Po ont été injectés dans les gonades, puis des F1
roller ont été isolés. Les F2 roller ont été observés pour la présence ou absence de GFP.

Malheureusement, aucune injection n’a rétabli le phénotype de type sauvage, soit la perte
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de I’expression de la GFP (données non montrées). Cela suggére donc que la mutation ne

se situe probablement pas dans la région dont on a injecté les cosmides.

4.5 Matériels et méthodes

4.5.1 Souches de C. elegans

La souche alg-2(0k304) Ex [gfp::alg-2, sur-5::gfp ] a été générée précédemment dans le
laboratoire en co-injectant les constructions gfp::alg-2 (Hutvagner et al., 2004) et sur-
5::gfp dans le mutant alg-2(0k304). La GFP visible au microscope a fluorescence est celle
sous le contrdle de sur-5, la gfp associée a alg-2 n’étant pas visible (données non
montrées). La souche Hawaienne mutante pour alg-2 utilisée pour I’analyse SNP a été
générée par croisements successifs de la souche alg-2(0k304) avec la souche Hawaienne,
jusqu’a ce que tous les chromosomes soient de type Hw, excepté la portion comprenant la
mutation alg-2 (souche faite par Isabelle Banville). J’ai généré la souche dpy-11(e224) unc-
34(e566) V; alg-2(0k304) 11 a partir des souches dpy-11(e224) V; alg-2(0k304)I1 (faite au
laboratoire par Gabriel Bossé) et unc-34(e566)V. J’ai croisé ces deux souches et conservé
les individus présentant les marqueurs phénotypiques Unc et Dpy, ainsi que la délétion alg-

2(0k304), vérifiée par PCR (Figure 4-13).

A Py unc-34 x dpy-11: alg-2 &
unc-34  dpy-11; alg-2
'
F1 unc-34, dpy-11; alg-2
+ l + +

unc-34, dpy-11: alg-2

L unc-34 dpy-11 alg-2
F2 Py - v
de phénotypes 45 unc-34, dpy-11; alg-2 Verification de la delétion
Dpy et Unc unc-34 dpy-11  + alg-2(ok304) par PCR

1/4 Unc-34, dpy-11; +
unc-34 dpy-11 +
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Figure 4-13 : Génération de la souche dpy-11(e224) unc-34(e566)V; alg-2(ok304)I1.

A) Schéma du croisement pour générer la souche -11(e224) unc-34(e566)V; alg-
2(0k304)I1. Une hermaphrodite unc-34 a été croisée avec un male dpy-11; alg-2, et des F1
ont ¢té isolés. Les F2 de phénotypes Dpy et Unc ont été isolés, puis analysés pour la
présence de la délétion alg-2. B) Schéma du geéne alg-2 et de la délétion 0k304 (Figure
modifiée de Grishok et al., 2001). C) PCR sur alg-2 pour la vérification de la délétion
0k304, migré sur gel 1% agarose (voir 4.5.7 pour détail du PCR). Le PCR des mutants A2
(alg-2(0k304)) migre vers 1.7kb, alors que celui des N2 migre vers 3kb. Un second PCR est
par la suite effectué sur les descendants du candidat choisi, afin de s’assurer qu’il était bien
homozygote pour la délétion (tous les descendants doivent avoir la délétion).

4.5.2 Genération de males

Afin d’obtenir plus de males pour les croisements (ils sont normalement peu fréquents :
0,02%), les vers sont soumis a un choc thermique. Une dizaine d’hermaphrodites en stade
L4 tardif sont sélectionnées et déposées sur un pétri que I’on incube a 34°C pendant 3-4
heures. Elles sont par la suite isolées, et quelques jours plus tard, plusieurs méales devraient
étre retrouvés. Ces males peuvent étre croisés avec des hermaphrodites de la méme souche

afin d’augmenter le nombre de males.
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4.5.3 Croisements

Lors de croisements, 4 males sont déposés sur un pétri avec 8 hermaphrodites au stade
L4/adulte. Le pétri ne contient qu'un peu de nourriture au centre, concentrant ainsi les
animaux a cet endroit. Les hermaphrodites sont ensuite isolées apreés 24h. Celles qui

donneront une descendance a 50% male auront été fécondées par un male.

4.5.4 Mutagénese et criblage

Les animaux alg-2(0k304) Ex [alg-2, sur-5 ::gfp] ont été mutagénisés au EMS. 50 000
animaux au stade L4 ont été resuspendus dans une solution de 50mM EMS (Sigma) dans le
tampon M9, et le tout a été placé sur un agitateur rotatif durant 4h a température ambiante.
Les vers ont ensuite ¢té rincés 3 fois au tampon M9, puis déposés sur pétri avec de la
nourriture OP50. Une fois gorgés d’embryons, les vers ont été synchronisés (voir section
2.3.3), ce qui consiste a dissoudre les corps pour ne conserver que les embryons. Les
embryons éclosent dans le tampon MO, puis les larves sont déposées sur pétri avec la
nourriture OP50. 1000 vers F1 GFP positifs ont été isolés au stéréomicroscope a GFP, puis
4 F2 GFP positifs ont été isolés par F1. Les F2 se sont reproduits par auto-fertilisation, et

les populations F3 ont été observées afin d’identifier celles qui sont GFP positives a 100%.

4.5.5 Analyse des polymorphismes (SNP)

Une souche Hawaienne contenant la mutation alg-2 a été générée dans le laboratoire par
croisement de la souche Hawaienne avec la souche alg-2(0k304). Cette souche présente un
génome de type Hawaien, excepté pour le bras droit du chromosome II, ou la mutation alg-
2 se situe. Des males de cette souche (4) ont été croisés avec des hermaphrodites mutantes
(8), et des F1 provenant d’hermaphrodites fécondées par un male sont isolées. Les F1 se
reproduisent par auto-fertilisation, et des F2 sont isolés. Le génotype des F2 est déterminé
en observant les phénotypes de la population F3: s’ils sont tous GFP+, le F2 était
homozygote mutant, alors que si la population est mixte comportant des individus GFP+ et
GFP-, le F2 ¢était soit hétérozygote ou homozygote non-mutant. L’ADN génomique des F2
est extrait pour le génotypage (N2 ou Hw) des régions polymorphiques. Les
polymorphismes ont été choisis a partir de la base de donnée « C. elegans SNP »
(http://genome.wustl.edu/genome/celegans/celegans_snp.cgi), puis testés au laboratoire

avant leur utilisation.
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4.5.6 Extraits d’ADN génomique

Les vers sont déposés, individuellement, dans 10 pl de tampon de lyse (50 mM KClI, 10
mM Tris pH8.2, 2.5 mM MgCl, 0,45% NP-40/IPEGAL, 0,45% Tween 20, 0,01%
G¢élatine). Les tubes sont ensuite incubés 1h a 60°C, puis 20 min a 94°C. Une fois la
réaction terminée, 30 pl d’eau distillée sont ajoutés. L’ADN génomique est donc prét a étre

amplifié.

45.7 PCR

Les conditions d’amplification pour les régions polymorphiques sont les suivantes : 3ul de
tampon 10X PCR + MgCl, (Denville), 0.24 pul dNTP 25mM, 0.23 ul oligo sens 100uM,
0.23 ul oligo antisens 100uM, 0.3ul Taq (Denville), 1ul d’ADN génomique et de 1’eau

jusqu’a un volume final de 30 pl.

Les amorces utilisées pour les PCR d’analyse SNP sont les suivantes :

-18.9 (F36H9) SNP79: 5 CGGAAAATTGCGACTGTCAC 3°
SNP80: 5> ATTAGGACTGCTTGGCTTCC 3°
-12.4 (C50H11) SNP49: 5'TGGCCACAGGAATATTCGA 3’
SNP50: 5" AAATAGCACAGGCTGAACGC 3’
-10.7 (C02A12) SNP85: 5'GCTTACAGTTCTGTGAGCTGTC 3’
SNP86:  5'TTCTACTACCGTTTCACAATGG 3’
-7.9 (H10D18) SNP87: 5'AATCGCTACTTCCGATAACTTC 3’
SNP88: 5" ATTGATCCCATGATCTCGGATC 3’
-5.2  (T28F12) SNP107: 5'GGTGTAGAGAGCTCACTCAGCZ3®
SNP108 : 5' TTGGATAGGCCTAGCAGAGC 3’
-3.65 (C13D9) SNP89: 5'TTCGCAGTTCACTCTTGTGCTC 3’
SNP90:  5' GGCCAAATTCTCCGTTTCAC 3’
1,2 (F20D6) SNP41: 5'CGAGGAATGAGCAGTTCAGTAG 3°
SNP42: 5 GAGAGTTCACTGACTATGGC 3’

Programme d’amplification des SNP par PCR :
1- 94°C, 2 min

2-94°C, 30s

3-52°C, 30s

4-72°C, 30s

5- répétition 30X des étapes 2 a 4

6- 72°C,5 minutes

7- 4 °C, infini



66

Conditions d’amplification du géne alg-2 afin de vérifier la délétion alg-2(0k304) : 6.7ul
H20, 1pl tampon 10X PCR + MgCl, (Denville), 1pul ANTP 2mM, 0.1pul oligo sens 100uM,
0.1ul oligo antisens 100uM, 0.1pul Taq (Denville), 1ul extrait d’ADN génomique, pour un

volume final de 10pl.

Les amorces utilisées pour I’amplification du géne alg-2 sont les suivantes :

PCR alg-2 #1 MSol144: 5 TCTGAGTTTGGCTCGATGTG 3’
MSo145: 5 ATGTTCCTTGGATACCAGCG 3’

PCR alg-2 #2 MSo146: 5> AGCCCAGAACTGGGAAACTT 3’
MSol147: 5 AAGTCGAATTCCGTTGGATG 3°

Le programme PCR d’amplification d’alg-2 comporte deux PCR consécutifs :

PCR alg-2 #1: PCR alg-2 #2:

1- 94°C, 2 min 1- 94°C, 2 min

2-94°C, 30s 2-94°C, 30s

3- 54°C, 30s 3-52°C, 30s

4-72°C, 2 min 4-72°C, 2 min

5- Répétition 30X des étapes 2 a 4 5- Répétition 30X des étapes 2 a 4
6- 72°C, 15 minutes 6- 72°C, 15 minutes

7- 4°C, infini 7- 4°C, infini

90ul d’eau sont ajoutés a chaque réaction du PCRI, et cette dilution remplace 1’extrait
d’ADN génomique du PCR #1 pour le PCR #2.

Les 10ul du PCR #2 sont déposés sur gel 1% agarose.

4.5.8 Digestion et dép6t sur gel
10ul du PCR SNP précédent sont digérés par I’enzyme de restriction (NEB) appropriée au
polymorphisme durant 3h dans un volume final de 20ul. Les 20ul sont ensuite déposés sur

gel 2% agarose.

4.5.9 RNAI

Le RNAI par nourriture se fait en nourrissant les animaux avec des bactéries exprimant de
I’ARN double brin ciblant le géne d’intérét, tel que décrit dans Timmons et Fire (Timmons
and Fire, 1998). Briévement, la technique consiste a cloner une portion de I’ADNc du gene,
en utilisant des sites de restriction uniques ajoutés sur les amorces, dans un plasmide ayant
un promoteur de la T7 ARN polymérase a chaque extrémité du site de polyclonage,
permettant ainsi 1’expression d’ARN double brin, sous contrdle de la présence d’IPTG,

dans une souche bactérienne contenant le gene de la T7 ARN polymérase. Une culture
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bactérienne est produite apreés environ 15 heures de croissance a 37°C dans du LB
additionné d’ampicilline (100pg/ml), puis une goutte de cette culture est déposée sur un
pétri NGM contenant 1mM d’IPTG et le tout est laissé a température ambiante durant 24h,
afin de permettre 1’induction et la transcription de I’ARN double brin. Les vers sont ensuite
ajoutés en stade L1 sur la nourriture RNA1 induite. Les nourritures RNAI utilisées ciblent

les génes unc-22, cdk-1, let-2 et ont été produites antérieurement dans le laboratoire.

4.5.10 Analyse en 3 points

La souche dpy-11(e224) unc-34(e566) V; alg-2(0k304) Il a été créée pour 1’analyse en trois
points par les croisements successifs des 3 souches comportant ces mutations (voir section
4.5.1 pour plus de détails). Les males sla-1(qbcl) ont été croisés avec des hermaphrodites
dpy-11(e224) unc-34(e566) V; alg-2(0k304 ) Il et des hermaphrodites F1 GFP+ provenant
d’hermaphrodites fécondées par un male ont été isolées. Les F2 recombinants, présentant
un phénotype Unc non-Dpy ou Dpy non-Unc ont été isolés, puis 5 F3 par F2 ont été isolés,
afin d’obtenir les homozygotes recombinants. Les pétris F3 ou la génération F4 a
complétement perdu le 2° marqueur phénotypique (donc les homozygotes recombinants)
sont observés pour I’expression de la GFP, et donc pour le phénotype mutant ou non

mutant.

4.5.11 Injection de cosmides
Les cosmides ont été injectés dans les gonades de jeunes adultes, selon la méthode décrite
dans Mello et al., 1991. La solution d’injection est constituée de 200ng/ul des cosmides et

de 800ng/ul du plasmide pRF4, dans 1’eau.
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5 Discussion

5.1 Etude de I’association des microARN avec la protéine
Argonaute ALG-1 au cours du développement

Chez le nématode C. elegans, les protéines ALG-1 et ALG-2 sont les protéines Argonautes
associées a la voie des microARN et sont essentielles pour leurs fonctions. Ces protéines
sont associées au microARN let-7 in vivo (Hutvagner et al., 2004), mais il demeurait
inconnu si elles étaient associées a tous les microARN chez C. elegans. Afin de vérifier si
tous les microARN étaient associés a ALG-1, de méme que pour déterminer leur profil
d’expression au cours des stades développementaux, nous avons étudié¢ les microARN
associés a ALG-1 au cours du développement. La protéine GFP::ALG-1 a été
immunoprécipitée a partir d’extraits protéiques de populations synchronisées de vers aux
stades embryonnaire, L1, L2, L3, L4 et adulte, puis suivie d’'une extraction d’ARN et

analyse par micropuce des microARN.

Tout d’abord, on remarque que la protéine GFP::ALG-1 est détectée suite a
I’immunoprécipitation par immunobuvardage de type Western chez tous les stades du
développement, excepté chez les embryons. En fait, les embryons récoltés par la méthode
de « bleach », par dissolution des animaux, sont des embryons précoces qui n’étaient pas
encore pondus, comportant donc moins de 30 cellules (Altun and Hall, 2005). 11 semble
donc que la protéine transgénique GFP::ALG-1 ne soit pas encore exprimé a ce stade. Afin
d’obtenir les microARN embryonnaires, il faudrait recueillir des embryons au
développement plus avancé, et cela pourrait étre possible en produisant des cultures
liquides de C. elegans et en isolant les embryons déja pondus par centrifugation. Aussi,
I’expression de transgénes est souvent inactivée dans la lignée germinale (Kelly et al.,
1997), ce qui pourrait étre une explication a 1’absence de la protéine GFP ::ALG-1 chez les
embryons récoltés. Pour contrer ce probléme, nous pourrions produire une nouvelle lignée
transgénique de C. elegans ou le transgéne sera introduit par bombardement, menant plus
souvent a l’intégration au génome du transgéne que lors de génération d’animaux
transgéniques par injection, protégeant donc son expression dans la lignée germinale
(Schnabel, 2002). Ainsi, la contribution embryonnaire des microARN n’a pas été analysée

dans ce travail. Cependant, bien que nous détectons la protéine GFP::ALG-1 suite a
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I’immunoprécipitation et que la quantit¢ d’ARN obtenu semble suffisante pour la
réalisation de I’expérience, nous remarquons qu’il semble y avoir beaucoup de dégradation
de GFP::ALG-1. 11 a d¢ja été observé chez d’autres protéines Argonautes, telles que RDE-
1, que ces protéines semblent trés sensibles a la dégradation (laboratoire C.C. Mello,
données non publiées). Depuis la réalisation de cette expérience, nous avons fait
I’acquisition au laboratoire d’un appareil destructeur de cellules qui a pu étre utilisé avec
succés pour la production de protéines Argonautes recombinantes (Samir Bouasker).
L’utilisation de cet appareil pour la production des extraits protéiques, plutdt que le
broyage manuel, pourrait potentiellement diminuer la dégradation de GFP::ALG-1, puisque

les manipulations de 1’échantillon sont moins importantes et de plus courte durée. .

La micropuce utilisée dans cette expérience peut détecter 116 microARN de C. elegans.
Cependant, depuis que cette micropuce a été produite, de nouveaux microARN ont été
découverts. Sur la base de données miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/), on dénombre
137 microARN chez C. elegans a ce jour. Récemment, Zhang et collaborateurs ont isolé 9
nouveaux microARN (Zhang et al., 2007), ce qui porterait le nombre total de microARN
découverts a 146. Nous n’avons donc pas d’informations sur 1’association entre ALG-1 et
les 30 microARN découverts apres la fabrication de la micropuce. Ces données pourraient
étre obtenues par la production d’une nouvelle micropuce, ou par analyse de type Northern

Blot.

Les résultats obtenus des immunoprécipitations de GFP::ALG-1 nous donnent des
informations sur plusieurs points. Tout d’abord, I’on remarque que selon le stade, on
retrouve de 40% a 75% des microARN totaux étant associés a ALG-1. En observant le
nombre de microARN associés a ALG-1 par rapport aux microARN détectés avant
I’immunoprécipitation (extrait total), on remarque que chez les vers L3, L4 et adultes, on
retrouve pratiquement tous les microARN associés a ALG-1 (100%, 93% et 99%,
respectivement). Chez les stades plus précoces L1 et L2, ce nombre diminue (87% et 64%),
ce qui peut suggérer que ALG-2, ou une autre protéine Argonaute, pourrait étre impliquée
pour la liaison des microARN non associés a ALG-1. Suite a ces résultats, nous pourrions
aussi faire I’hypothése qu”’ALG-2 est plus sollicitée aux stades précoces du développement

qu’aux stades plus tardifs. Il sera donc intéressant de répéter cette expérience chez des
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animaux exprimant GFP::ALG-2 pour vérifier quels sont les microARN associés a cette

protéine Argonaute.

De plus, en observant, tous stades confondus, les microARN isolés suite aux
immunoprécipitations et les microARN présents dans 1’extrait total par rapport aux
microARN totaux, on remarque que 19% des microARN ne sont jamais détectés, pas méme
dans les extraits totaux non immunoprécipités. Puisqu’il nous manque la contribution
embryonnaire des microARN, la protéine GFP::ALG-1 n’ayant pas pu étre détectée dans
les embryons primaires, on peut prédire que ces microARN sont plutot présents chez les
embryons. Outre ces 19% de microARN non détectés, 69% des microARN ont été
identifiés comme étant associés a ALG-1, alors que 12% sont retrouvés dans 1’extrait total
seulement, mais pas dans I'immunoprécipité. Ainsi, bien que ces microARN soient détectés
trés faiblement dans 1’extrait total, il semble que ce ne soit pas tous les microARN qui
soient associés a ALG-1. Bref, les microARN seraient, selon nos résultats, en majorité
associés a ALG-1, et ce, de fagon plus importante aux stades développementaux plus
tardifs. Puisque ALG-2 possede une grande similarité de séquence avec ALG-1, il serait
possible que ALG-2 puisse lier ces mémes microARN, ou alors ceux qui ne sont pas liés
par ALG-1. Afin de mieux caractériser I’implication des protéines Argonautes dans la voie

des microARN, il faudrait répéter cette expérience chez des vers exprimant GFP::ALG-2.

Nos expériences ont aussi permis de tracer un profil d’expression des microARN selon le
stade. Bien que 19% de microARN sont non détectés, nous observons que 61% des
microARN semblent exprimés au cours de pratiquement tous les stades, alors que 19%
semblent étre exprimés au cours de certains stades en particulier. Puisqu’un réle important
des microARN se joue dans la régulation fine du développement, il n’est pas surprenant
d’avoir observé un profil d’expression variant selon les stades chez plusieurs microARN.
Toutefois, dans la littérature, les microARN semblent, une fois exprimés, étre
continuellement présents chez les animaux. Selon les données obtenues par cette
expérience, il semble cependant que ce ne soit pas le cas, certains microARN (identifiés au
tableau Tableau 3-II) étant détectés a un stade précoce et non détectés dans un stade plus

avancé. Une analyse de ces microARN pourrait révéler un nouveau mode d’action des
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microARN pour la régulation d’ARNm cibles a certains moments précis du

développement.

Depuis le début de nos expériences d’immunoprécipitation d’ALG-1, des informations
additionnelles sur ALG-1 et ALG-2 ont ét¢é montrées dans la littérature. Zhang et
collaborateurs ont identifi¢ les protéines AIN-1 et AIN-2, protéines de la famille GW182,
étant localisées aux corps P, comme étant associées aux protéines ALG-1 et ALG-2 (Zhang
et al., 2007). Ils ont immunoprécipité AIN-1 et AIN-2, et vérifié¢ la présence de microARN
par pyroséquengage. Ils ont retrouvé presque la totalit¢ des microARN détectés dans leur
extrait total comme étant associés a AIN-1, et une majorité comme étant associés a AIN-2
(Zhang et al., 2007). Nos résultats des microARN associé¢s a ALG-1 sont comparables aux
leurs, puisque AIN-1 est associé a ALG-1. Nous apportons cependant le profil d’expression
des microARN au cours du développement, ce qui n’a pas été montré dans la littérature
jusqu’a présent. Tops et collaborateurs ont, quant a eux, immunoprécipité HA::ALG-1 et
HA::ALG-2 et conclu qu’il n’y avait pas de différences chez les microARN associés a ces
deux protéines Argonautes, bien qu’ils n’ont pas mentionné quels étaient les microARN
retrouvés, ni étudié 1’expression en fonction du stade développemental (Tops et al., 2006).
Nos études sur les microARN associés a ALG-2 pourraient confirmer ou infirmer leurs

résultats.

Dans la littérature, le profil d’expression de certains microARN avait été étudié. Lee et
Ambros ont étudié les profils d’expression des microARN miR-60, miR-80, miR-229, miR-
238, miR-38 et miR-52 par analyse de type Northern Blot (Ambros et al., 2003a; Lee and
Ambros, 2001). Ils ont détecté une forme précurseur de miR-60 présente aux stades L1 a
adulte, mais de facon plus importante au stade L1, et nous détectons la forme mature de ce
microARN chez nos extraits totaux. Pour miR-80, ils ont détecté le microARN mature,
exprimé uniformément selon les stades, alors que nous le détectons aussi, mais de fagon
plus abondante au stade L3. Le microARN miR-229 est détecté a tous les stades, autant
selon leur analyse que selon la notre. De plus, ils observent le précurseur du microARN
miR-38 a tous les stades, alors que nous décelons la forme mature a tous les stades, excepté
au stade adulte. Toutefois, ils ont détect¢é miR-238 a tous les stades, alors que nous le

retrouvons uniquement au stade adulte. Ils ont aussi détecté miR-52, alors que nous n’avons
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aucunement détecté¢ ce microARN dans nos échantillons. Il serait possible que miR-52 ne
soit pas associ¢ a ALG-1, et que les 500ug d’extraits protéiques utilisés pour I’analyse des
extraits totaux ne soient pas suffisants pour le détecter. En effet, 3 mg d’extraits ont été
utilisés pour I’immunoprécipitation contre 0,5 mg pour les extraits totaux, et nous
remarquons que nous détectons certains microARN apreés I’immunoprécipitation, mais pas
dans les extraits totaux. C’est entre autres le cas du microARN décrit comme peu abondant
dans la littérature, miR-257 (Zhang et al., 2007) : il n’est pas détecté¢ dans les extraits
totaux, mais il est détecté dans les immunoprécipitations chez les L3, L4 et adultes. Ainsi,
la quantit¢ de protéines utilisée pour I’analyse des extraits totaux n’est peut-&tre pas
suffisante pour détecter les microARN faiblement exprimés, mais les microARN détectés
par ’immunoprécipitation semblent correspondre avec les quelques profils d’expression de
microARN décrits dans la littérature. De plus, puisque plusieurs microARN sont enrichis
par I'immunoprécipitation de GFP::ALG-1, cette approche pourrait étre utilisée pour la
découverte de nouveaux microARN, dont I’expression serait faible. La méthode d’analyse
des microARN par micropuce a 1’avantage, par rapport a la détection des microARN par

Northern blot, d’étre quantitative et trés sensible.

Donc, 1’étude des microARN associés a ALG-1 selon le stade du développement nous a
permis de recueillir plusieurs informations. Premiérement, les microARN sont
pratiquement tous associés a la protéine Argonaute ALG-1 au cours des stades L3, L4 et
adulte, alors que chez les stades plus précoces L1 et L2, une proportion moindre des
microARN lui est associée. Ces résultats suggerent donc I’implication d’une autre protéine
Argonaute, potentiellement ALG-2, pour la liaison de ces microARN aux stades précoces.
Ensuite, tous stades confondus, 1’on remarque que, outre les 19% de microARN
aucunement détectés, 12% sont retrouvés uniquement dans les extraits totaux et non pas
suite a I’immunoprécipitation. Ce résultat indique que ce ne sont pas tous les microARN
qui s’associent a ALG-1, bien qu’ils s’y associent en majorité. De plus, 1’analyse des
microARN dans les extraits totaux a montré que certains microARN sont exprimés durant
toute la vie du ver, alors que d’autres semblent exprimés au cours de certains stades
développementaux en particulier. Ces résultats apportent donc de nouvelles informations
sur la caractérisation de 1’expression des microARN et du rdle de la protéine Argonaute

ALG-1. Afin de valider ces observations, cette expérience devrait étre répétée, de méme
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qu’elle devrait étre réalisée chez des vers exprimant une version étiquetée d’ALG-2, afin de
mieux caractériser les roles de ces deux protéines Argonautes essentielles a la voie des

microARN.

5.2 Criblage génétique pour I’identification de nouvelles
composantes de la voie des microARN

Par le criblage génétique synthétique 1étal avec alg-2, nous avons pu isoler 11 candidats
montrant un phénotype de Iétalité embryonnaire chez un mutant alg-2, auxquels la viabilité
est rétablie en présence d’une copie fonctionnelle du geéne alg-2. Ces 11 candidats ont pu
étre classés en 5 groupes de complémentation différents. Tops et collaborateurs ont eux
aussi conduit un criblage génétique synthétique létal avec alg-2, mais en utilisant la
génétique inverse, soit par interférence a I’ARN en nourrissant les vers mutants alg-
2(0k304) avec la nourriture de la librairiec RNAi Ahringer, ciblant pratiquement tous les
genes chez C. elegans. Ils ont obtenu seulement quatre génes synthétiques Iétaux avec alg-
2 : alg-1, sex-1, sdc-2 et ZK262.8 (Tops et al., 2006). Nous espérions obtenir plus de génes
synthétiques 1étaux que ceux-la par notre criblage, puisque le phénotype est plus important
chez un mutant que lors de RNAI par nourriture. En effet, le phénotype est plus ou moins
pénétrant lorsqu’on fait du RNAi sur un gene, et plusieurs facteurs peuvent influer sur
I’efficacité du RNAi1. Nous avons effectivement obtenu plus de mutants par notre criblage,
puisque nous sommes certains d’avoir 5 groupes de complémentation, donc au moins 5
genes différents, et nous savons que 2 groupes (peut-étre 3) n’ont pas leur mutation sur le
chromosome X, et sont donc différents de alg-1, sex-1 ou sdc-2. Nous savons que la
mutation sla-1(gbcl) est différente de ZK262.8, sur le chromosome V, puisque les données
de cartographie portent la mutation dans une autre région. De plus, des résultats obtenus
dans le laboratoire montrent que le groupe 1 serait lui aussi différent de ZK262.8 selon les

résultats de cartographie de la mutation de 515-B (Gabriel Bossé).

Les tests de complémentation ont donc permis de classer les 11 candidats en 5 groupes de
complémentation différents, ce qui est un résultat plutdt surprenant. Puisque 1000 F1 ont
¢été isolés, nous ne devrions pas avoir saturé le génome en mutations. Nous avons deux
groupes de complémentation (2 et 5) qui portent leur mutation sur le chromosome X, qui

pourraient donc étre deux des trois génes connus comme étant synthétiques 1étaux avec alg-
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2 (alg-1, sex-1 ou sdc-2). Il a été indéterminé si le candidat 175-D porte sa mutation sur le
chromosome X ou non, puisque cette souche étant him, il était difficile de savoir si les
hermaphrodites étaient fécondées par un male. En effet, suite a une fécondation par un
male, 50% de la génération F1 est male, alors que lorsque I’hermaphrodite se reproduit par
auto-fécondation, elle donne normalement des males dans une proportion de 0,02%. 175-D
étant him, elle donne environ 50% de males en tout temps. De plus, les males obtenus de
175-D sont stériles, et ne peuvent donc pas servir pour les croisements. Ce candidat devrait
étre croisé dans un mutant alg-2(0k304), afin de perdre les mutations non-liées a la
mutation synthétique 1étale, nous débarrassant ainsi du phénotype him s’il est non-li¢ a la
mutation, et peut-étre aussi de la stérilité des males. Ce candidat 175-D aurait donc la
possibilité d’étre le 3° géne connu sur X, ou alors ZK262.8, mais toujours est-il qu’un de
ces genes identifiés par Tops et collaborateurs ne serait pas trouvé dans notre criblage. Cela
pourrait indiquer que nous n’avons pas retrouvé tous les génes synthétiques 1étaux avec
alg-2. Toutefois, avec la découverte que le mutant 189-A, du groupe de complémentation 3,
porte en effet deux mutations synthétiques létales, cela vient compliquer les résultats des
groupes de complémentation. En fait, le groupe 3 semble donc représenter deux mutations
différentes sur le chromosome V. La mutation située a droite pourrait potentiellement étre

ZK262.8.

Tel que montré avec la résistance a I’interférence a I’ARN pour 189-A, les phénotypes
observés chez les 11 candidats ne sont pas nécessairement liés a la mutation synthétique
1étale, mais risquent d’avoir été¢ générés dans le génome de ces candidats. En effet, chez les
différents candidats formant le méme groupe de complémentation, les phénotypes

particuliers ne semblent pas conservés.

La stratégie de criblage génétique basée sur la létalité synthétique comporte a la fois des
avantages et des inconvénients par rapport, par exemple, & un criblage par RNAi. La
stratégie de criblage utilisée, en plus d’offrir la possibilité¢ de découvrir plus de mutants que
par RNA1 di au phénotype plus important de la mutation d’un géne, notre stratégie permet
d’avoir le mutant en notre possession pour permettre la caractérisation du geéne et son
implication dans la voie des microARN. De plus, cette stratégie nous permet d’obtenir des

genes comportant des mutations ponctuelles, donnant une plus grande variété d’alléles, des
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phénotypes moins forts ou différents de I’inhibition compléte du géne (alleles appelés
hypomorphes). Par exemple, la perte d’un gene impliqué dans la voie des microARN
pourrait étre létale, mais une mutation ponctuelle dans celui-ci nous permettrait de déceler
son importance dans la voie métabolique, tout en préservant la viabilit¢é de I’animal.
Cependant, seuls les génes montrant un phénotype de létalité synthétique embryonnaire
sévere sont retenus par ce criblage, et non pas ceux qui présenteraient un défaut plus tardif
dans leur développement. De plus, avec cette stratégie, il faut étre trés attentif durant la
cartographie du geéne a la possible intégration du transgéne extrachromosomique [gfp::alg-
2, sur-5::gfp] dans le génome des animaux, puisque cela leur permettrait de conserver
I’expression de la GFP sans nécessairement contenir la mutation synthétique 1étale. La
possible intégration du transgeéne peut cependant étre décelée lors de croisements avec cette

souche, puisqu’une fois la copie intégrée, elle ségrégera de fagcon mendelienne.

L’analyse SNP de sla-1(gbcl) a montré la présence de la mutation dans ’intervalle -12.7 a
-3.65 du chromosome V. Cependant, cette région demeure grande, en effet, il y aurait
environ 1.9Mb entre ces deux barrieres. Peu de recombinants ont été¢ obtenus de ce
croisement, ce qui donne peu de données afin de mieux cerner la mutation. Aussi, pour la
cartographie de ces mutants, le phénotype mutant ou non mutant ne s’observe que par
I’expression de la GFP, ce qui rend facile la distinction des génotypes homozygotes
mutants, mais ne permet pas la distinction entre les génotypes hétérozygotes et
homozygotes non mutants. Cela a donc pour effet de diminuer la quantité d’informations
utilisables pour déterminer la position de la mutation. Beaucoup de candidats F2 doivent
donc étre analysés. Un nouveau croisement SNP devra étre fait afin d’obtenir plus de

recombinants et de données pour la cartographie de ce mutant.

L’analyse en 3 points nous a indiqué, selon le résultat des recombinants Dpy, que la
mutation se situait vers -1.3, alors que selon le résultat des recombinants Unc, la mutation
se situerait a -5.8. Ces deux résultats différent de maniére considérable. De plus, le résultat
de -1.3 pour les recombinants Dpy est a I’extérieur de la limite de -3.65 établie par
I’analyse SNP. Lors de la réalisation de I’analyse en 3 points, nous avons observé que les
mutants Unc-34 avaient un phénotype bien plus difficile a déceler que les dpy-11, puisque

les Unc ne sont discernables que selon leur mouvement. C’est donc pourquoi plus de
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recombinants Dpy que de recombinants Unc ont été isolés, puisqu’ils étaient plus faciles a
repérer. Cependant, lors de I’observation des F3 pour déterminer les homozygotes
recombinants, il était plus facile de déceler les non-homozygotes chez les Unc, puisque les
Dpy parmi eux étaient facilement repérables. Par contre, les non-homozygotes Dpy étaient
plus difficilement repérables, ce qui fait que certains ont probablement été¢ considérés
comme homozygotes recombinants, et auront paru non-mutants. Pour cette raison, je crois
que le résultat obtenu a partir des Dpy comporte plus d’erreur que celui obtenu a partir des
Unc. Cela pourrait donc en partie expliquer I’écart considérable entre les résultats obtenus
entre les Unc et Dpy, ainsi que le résultat des Dpy a I’extérieur de la barriére établie par

SNP.

Basés sur ces résultats de cartographie génétique, nous avions décidé de procéder a
I’injection des cosmides et YAC situés entre -3.65 et -5.9 sur le chromosome V. Certains
cosmides comportaient des geénes pouvant étre d’un intérét pour la voie des microARN,
comme le facteur d’initiation de la traduction F39G3.3, ’ARN h¢élicase F54D11.4 ainsi que
F32D1.9, facteur impliqué pour la maturation des extrémités 3’ des ARNm. Cependant,
aucun de ces cosmides/YAC n’a restauré¢ un phénotype de type sauvage, soit la perte de la
copie GFP. Ainsi, soit que la mutation est située plus a gauche de -5.9 sur le chromosome,
ou bien alors une des injections n’aurait pas bien fonctionné, ne permettant pas de voir la
restauration du phénotype sauvage. Il était parfois difficile d’observer le phénotype roller
des animaux transgéniques, le phénotype étant plutdt faible. De plus, les animaux
transgéniques posseédent le transgéne de facon extrachromosomique et ne le transmettent
pas a tous leurs descendants, donc les animaux doivent simultanément porter le transgeéne et
perdre la copie GFP afin que I’on puisse détecter la restauration du phénotype sauvage. Il y
a aussi une possibilité que le géne dans le cosmide ne soit pas correctement exprimé, ou
alors a des niveaux trop faibles pour permettre le rétablissement du phénotype de type
sauvage. L expérience d’injection devra étre répétée, lorsque ’intervalle de localisation de

la mutation sera réduit par ’analyse des polymorphismes (SNP).

Nous avons débuté la caractérisation de la souche sla-1(gbcl). Nous tentons d’abord de
vérifier ’homologie de fonction de sla-1(gbcl) avec le géne alg-1. Nous avons donc utilisé

la nourriture RNAi pour alg-2, pour ainsi pouvoir passer la 1étalité embryonnaire et inhiber
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le géne alg-2 aux stades larvaires. Si le géne muté se comporte comme le géne alg-1, la
perte de fonction d’alg-2 aux stades larvaires devrait mener a un défaut du développement
et a la mort par éclatement de la vulve au stade L4, di a la perte de fonction du microARN
let-7. Nous désirons aussi déterminer si le géne muté intervient au niveau de la maturation
des microARN, comme c’est le cas pour le géne alg-1. Nous avons récolté des populations
aux stades développementaux mixtes pour les souches N2 et sla-1(gbcl), ayant grandi sur
de la nourriture OP50 et RNAi contre alg-2. L’ARN de ces populations sera extrait, puis
envoyé pour analyse sur micropuce afin de déterminer si, comme cela se passe chez les
mutants alg-1, il y aurait un probléme dans la production des microARN (Grishok et al.,

2001).

Ainsi, le criblage synthétique 1étal nous a permis d’isoler 11 candidats présentant de la
1étalité synthétique avec alg-2(0k304), nécessitant la copie extrachromosomique
fonctionnelle d’alg-2 pour survivre. Ces 11 candidats ont été classés en 5 groupes de
complémentation différents. Le candidat sla-1(qbcl) a d’abord été cartographié, et
I’analyse SNP a révélé la position de la mutation entre les positions -12.7 et -3.65 sur le
chromosome V. L’analyse en 3 points réalisée a suggéré la présence de la mutation aux
alentours de -5.8 ou de -1.3. Selon les données de cartographie obtenues, nous avons
procédé a I’injection des cosmides et YAC contenant tous les geénes situés entre -5.9 et -
3.65 afin de tenter de restaurer le phénotype sauvage, et ainsi identifier le cosmide
comportant la copie fonctionnelle du géne muté. Cependant, aucune injection n’a donné
d’animaux ayant restauré le phénotype sauvage, soit la perte de la copie
extrachromosomique du géne alg-2. Afin de poursuivre la cartographie de sla-1(gbcl), il
serait préférable de réduire la fenétre de génes potentiels mutés en poussant 1’analyse SNP
plus loin, en préparant un autre croisement avec plus d’animaux. Ensuite, I’injection de
cosmides pourra étre ré-envisagée. L’identification et la caractérisation de chacun des génes
synthétiques létaux avec alg-2 trouvés lors du criblage permettront d’éclaircir la mécanique
de la voie des microARN, et probablement d’aider & mieux comprendre leur mode
d’inhibition de la traduction. Les génes interagissant génétiquement avec alg-2 identifiés
par ce criblage pourraient agir dans la méme voie que le géne alg-1, puisqu’alg-1 est lui-
méme synthétique 1étal avec alg-2. Ces geénes pourraient aussi étre des modulateurs de la

fonction ou de I’activité d’alg-1. De plus, ces facteurs interagissant génétiquement avec
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alg-2 nous permettront de mieux caractériser cette protéine Argonaute, et méme de

potentiellement lui découvrir de nouvelles fonctions cellulaires.

6 Conclusion

La mécanique de la voie des microARN étant peu comprise, nous nous sommes intéressés a
I’é¢tude des protéines Argonautes ALG-1 et ALG-2, protéines essentielles a la fonction des

microARN chez C. elegans.

Nous avons d’abord cherché a décrire 1’association des microARN connus a la protéine
Argonaute ALG-1. Par I'immunoprécipitation de GFP::ALG-1 chez les animaux a
différents stades développementaux, suivie de I’extraction de I’ARN Iui étant associé et
I’analyse sur micropuce des microARN obtenus, nous avons pu tirer plusieurs informations.
Premierement, les microARN sont pratiquement tous associés a la protéine Argonaute
ALG-1 au cours des stades L3, L4 et adulte, alors qu’ils le sont en proportion moindre chez
les stades plus précoces L1 et L2, suggérant I’implication d’une autre protéine Argonaute,
potentiellement ALG-2, pour la liaison de ces microARN aux stades précoces. Ensuite, tous
stades confondus, 1’on remarque que 12% des microARN sont retrouvés uniquement dans
les extraits totaux et non pas suite a I’immunoprécipitation, indiquant que la majorité, mais
non la totalité, des microARN s’associent 3 ALG-1. De plus, I’analyse des microARN dans
les extraits totaux a montré que certains microARN auraient une expression spécifique a
certains stades particuliers. Ces résultats apportent donc de nouvelles informations sur
I’implication de la protéine ALG-1 dans la mécanique des microARN, de méme que sur le
profil d’expression des microARN au cours du développement. Afin de valider les données
obtenues, cette expérience devrait étre répétée, de méme qu’elle devrait étre réalisée chez
des vers exprimant la protéine ALG-2 immunoprécipitable ainsi que chez les embryons,
afin de mieux caractériser les roles de ces deux protéines Argonautes dans la voie des

microARN.

Par la suite, nous nous sommes intéressés a 1’identification d’interacteurs génétiques d’alg-
2. Par la stratégie de criblage génétique synthétique 1étal avec alg-2, nous avons pu isoler
11 mutants nécessitant la copie extrachromosomique fonctionnelle du géne alg-2 liée a la

gfp pour survivre. Ces 11 mutants ont été classés en 5 groupes de complémentation. Nous
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avons tout d’abord cartographié le mutant sla-1(qbcl) par 1’analyse des polymorphismes
(SNP) ayant révélé la présence de la mutation sur le chromosome V, entre les positions
génétiques de -3.65 et -12.7. Nous avons par la suite procédé a une analyse en 3 points, qui
a suggéré la présence de la mutation autour des positions de -5.8 ou de -1.3. Basés sur les
résultats de cartographie par polymorphismes ainsi qu’en 3 points, nous avons injecté tous
les cosmides et YAC contenant les génes situés entre -3.65 et -5.9, tentant ainsi d’identifier
le cosmide contenant le géne permettant une restauration du phénotype de type sauvage,
soit la possibilité de perte de la copie extrachromosomique du géne alg-2. Cependant,
aucune injection n’a permis la perte de la copie extrachromosomique du gene alg-2. Afin
de poursuivre la cartographie de la mutation chez sla-1(gbcl), il faudrait réduire 1’intervalle
de localisation possible de la mutation par une analyse SNP sur plus de candidats
recombiants, puis injecter les cosmides contenant les geénes de cet intervalle réduit.
L’identification et la caractérisation des génes synthétiques l1étaux avec alg-2 chez les 11
mutants identifiés par le criblage permettront une meilleure compréhension de la voie des
microARN et de potentiellement expliquer leur mode d’inhibition de la traduction. De plus,
I’identification d’interacteurs du geéne alg-2 peut mener a la découverte de nouvelles

fonctions cellulaires de cette protéine Argonaute.

Bref, par I’identification des facteurs interagissant avec les protéines Argonautes ainsi que
par la caractérisation de leur liaison aux microARN, nous permettront une meilleure
connaissance de cette voie métabolique, fournissant un pas de plus vers la compréhension

de la complexité de la régulation des génes.
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Annexe 1: microARN détectés comme associés a ALG-1 selon I'utilisation de 1,2
ou 4mg de protéines

cel-let-7 emcl 0 0 228 368 454 9425
cel-miR-1 emc3 0 0 350 1681
_
cel-miR-2 emc4 0 0 2472
_
cel-miR-228 emc62 0 0
__

cel-miR-230 emc64 0 0 3959 2304 60640 62077

cel-miR-232 emc66 0 0

cel-miR-234 emc68 0 0 406 1658 2904

cel-miR-236 emc70 0 0

~ cel-mR-287 emc72 O O O O  2a7 0
cel-miR-238 emc72 251 0 0 0 0 261
~ cel-miR-289a emc73 0O O O O 0O 632
cel-miR-239b emc74 260 0 444 297 707 5463
cel-miR-241 emc76 0 0 0 0 0 275
_
cel-miR-243 emc78 0 0 91 1602
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cel-miR-245 emc80 0
__
cel-miR-247 emc82 0
__
cel-miR-249 emc84 0
_
cel-miR-251 emc86 0 467 1364 2539
cel-miR-253 emc88 0 0
__
cel-miR-256 emc9l 0 0
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Annexe 2: Etude des microARN associés & ALG-1 au cours des stades
développementaux

cel-let-7 emcl 0 0 0 1700 9425 0 268 0 999 2777 0 0 0 0 228

cel-miR-1 emc3 1465 1388 4074 2217 1681 1403 1271 1717 297 646 0 377 0 229 0

cel-miR-2 emc4 0 333 2260 12258 2472 707 1334 677 0 377 0 402 0 0 0
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cel-miR-356 emcl43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [ 0 0 0 0 0
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cel-miR-37 emc8 0 0 0 0 1914 0 550 0 0 0 0 243 0 0 0
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cel-miR-44 emcl5 473 744 1762 484 867 1182 554 813 523 526 0 422 0 0 228

cel-miR-46 emcl7 0 0 0 0 0 0 343 0 0 0 0 225 0 0 0

cel-miR-48 emcl9 0 0 0 0 0 [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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cel-miR-59 emc31 629 956 3021 5495 14093 1554 1119 1564 1269 408 0 327 0 0 266
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cel-miR-69 emc4l 3875 4257 7793 4575 14004 2339 1562 1996 1070 4226 1196 505 0 0 1118

cel-miR-71 emc43 709 1195 1722 3996 4320 3491 1842 5002 1256 7966 0 268 0 210 468

cel-miR-73 emc45 0 0 0 0 0 258 0 0 0 0 0 269 [ 0 0

cel-miR-75 emc47 0 0 0 0 0 [ 351 0 0 0 0 362 0 0 0

cel-miR-77 emc49 726 975 3691 1093 4358 1021 556 645 468 268 0 343 0 0 0

cel-miR-79 emc51 0 309 341 624 0 666 772 933 0 355 0 0 0 0 0

cel-miR-81 emc53 3312 1603 3708 5957 8333 2832 2795 3916 907 6616 0 493 0 542 574

cel-miR-83 emc55 539 739 3523 6288 12902 1642 1029 3250 2855 3008 0 512 0 0 0

cel-miR-85 emc57 5005 3219 9054 1065 7681 1013 524 0 0 411 0 332 0 0 255

cel-miR-87 emc59 0 0 0 0 0 [ 471 0 0 0 0 0 0 0 0
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