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INTRODUCTION GENERALE

La biologie s’est clairement engagée ces deux dernieres décennies dans I'analyse des
processus biologiques a grande échelle et a haut débit. Un paradigme nouveau s’est
développé du fait des approches utilisées. Ainsi, au lieu de séquencer le locus d’un seul gene,
on décrypte le génome entier ; au lieu de regarder I'expression d’un seul gene, spécifique
durant le développement ou durant un stade physiologique, des stratégies ont été
développées pour déterminer I'expression des dizaines de milliers de génes en méme temps.
Un outil indispensable dans la compréhension du fonctionnement complexe de nos
organismes est |'utilisation de modeéles animaux. L’étude des phénotypes et des schémas de
croisement d’expression des genes dans des organismes modeles sont essentiels dans
I"analyse du role des genes dans les maladies humaines. La souris est utilisée depuis plus
d’une centaine d’années pour I'étude des bases génétiques des procédés biologiques et des
maladies chez 'homme. C’est un excellent modele pour définir la fonction des génes des
mammiferes, elle présente en effet de grandes similitudes génétiques, immunologiques,

reproductives, physiologiques et pathologiques avec I’'homme.

L’étude fonctionnelle des génes est abordée par la mise en ceuvre de deux stratégies
expérimentales efficaces et complémentaires permettant de perturber la fonction du géne :
(i) la génétique classique qui correspond a I'observation et la description d’un phénotype
particulier engendré par une mutation qui va servir de base a l'identification fonctionnelle
du geéne et de son produit, (ii) la génétique inverse qui part d’un géne défini et va vers la
mutagenese ciblée et I'analyse du phénotype consécutif a la modification dirigée introduite
dans ce gene; elle recouvre un large éventail de méthodes d’inactivation génique en
utilisant surtout les connaissances issues du séquencage des génomes. Les deux stratégies
reposent sur des techniques de mutagéneése de plus en plus efficaces, accompagnées de
méthodes complémentaires pour détecter les phénotypes et analyser les fonctions des
génes. Ainsi, dans le but d'identifier et d’analyser la fonction des genes a I'échelle du
génome entier chez la souris, deux approches complémentaires dites «phenotypic driven» et
«gene driven» ont été mises en place et appliquées. Parmi les mutagenéses réalisées selon la
premiere approche, celle utilisant I'agent mutagene N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) a été

particulierement utilisée avec succes pour générer un grand nombre de nouveaux mutants
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pour des études systématiques de génes murins et/ou pour l'identification et la
caractérisation fonctionnelle de certains genes liés a des maladies humaines. L'approche
«gene driven» quant a elle consiste en l'introduction des mutations insertionnelles dirigées
ou aléatoires dans le génome de la souris. Pour muter tous les génes codants, plusieurs
projets a grande envergure dits « knockout programs » ont été développés dans les cellules
souches embryonnaires de souris (ES) en utilisant 'une des deux techniques « gene trap »
(piégeage de géne) ou « gene targeting » (ciblage de génes), pour générer des souris

hébergeant les modifications génétiques correspondantes.

Ces études fonctionnelles a haut débit ont aussi pris de I’élan avec la découverte de
I’ARN interférence (ARNi), ce qui a permis de mettre en place des cribles fonctionnels a
I’échelle génomique. L'ARNi est un mécanisme de régulation génique utilisant des petits
ARNs non codants reconnaissant des séquences cibles sur '’ARNm induisant sa destruction
ou la répression de sa traduction. En quelques années, I'ARNi est devenu un outil
d’inactivation génique trés performant pour éteindre d’une fagon systématique et ciblée

n’importe quel gene avec rapidité, efficacité et faible co(t.

Au sein du laboratoire de Génétique Moléculaire Animale, I'’équipe dans laquelle j'ai réalisé
mes travaux de theése s’intéresse au déterminisme génétique du développement musculaire
et porte une attention particuliere aux genes susceptibles d’intervenir dans le contréle de la
prolifération et la différenciation des cellules musculaires, les caractéristiques du muscle et
aux genes qui pourraient controler la qualité du produit « muscle » (viande). Pour atteindre
ses objectifs, I’équipe combine des stratégies de criblage de genes/QTL, soit chez la souris
soit chez le bovin, avec des analyses fonctionnelles de génes d’intérét. Ainsi, aprés avoir
développé chez la souris un crible de mutagenése chimique (éthyl-nitroso-urée) sensibilisé
pour identifier des mutations conduisant a des anomalies du systéme musculaire, il a été
choisi de mettre en place un crible fonctionnel en utilisant I'ARNi comme outil d’inactivation
génique dans la lignée myoblastique C2C12. Le but est I'identification de nouveaux génes
impliqués dans la différenciation myogénique. L’ARNi a été utilisé avec succés dans des
cribles a grande échelle chez des eucaryotes inférieurs tels que la drosophile et le nématode
C. elegans pour isoler de nouveaux genes muscle spécifiques. Ce genre de cribles a haut
débit semble étre difficile a réaliser chez les mammiféres et en particulier dans un tissu

hétérogene et complexe comme le muscle squelettique. C'est pourquoi le laboratoire a
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choisi de réaliser un crible fonctionnel grace au knock-down de genes par transfection de
Small interfering RNA (siRNA) dans des cellules C2C12. Cette lignée est largement utilisée
pour étudier les mécanismes moléculaires fondamentaux des processus biologiques liés au

développement musculaire.

Les résultats de ce crible qui font 'objet d’un article soumis a Experimental Cell
Research seront présentés dans la deuxiéme partie de ce manuscrit apres avoir décrit dans
une premiére partie les différentes approches/stratégies utilisées pour identifier et analyser
de nouveaux genes, la technologie ARNi et son utilisation dans les cribles a haut débit ainsi
que le développement musculaire. Enfin, la troisieme partie de mon manuscrit sera
consacrée a une discussion/perspectives sur les résultats obtenus ainsi que la pertinence de

la méthode utilisée.
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Chapitre I : Les grandes stratégies de mutagenese chez la
souris

Trois méthodes ont été largement utilisées pour introduire des mutations a grande échelle
dans la lignée germinale de la souris, a savoir la mutagenése (i) physique (Rinchik, 1991), (ii)

chimique (Russell et al., 1979; Munroe et al., 2000) €t, (iii) insertionnelle (Schnieke et al., 1983; Wagner
et al., 1983; Jenkins and Copeland, 1985; Robertson et al., 1986; Doetschman et al., 1987; Thomas and

Capecchi, 1987; Gossler et al., 1989; Spence et al., 1989). Seules, la mutagenese chimique médiée par
I’éthyl-nitroso-urée (ENU) et celle basée sur les mutations insertionnelles par « gene trap »
et « gene targeting » seront décrites. Je traiterai en plus, dans cette partie du manuscrit,

I"utilisation de ’ARNi comme outil d’inactivation génique en génomique fonctionnelle.

I. La mutagenése chimique a I’éthyl-nitroso-urée

[.1. Mécanisme d’action

L'ENU est un agent mutagéne synthétique qui provoque principalement des mutations
ponctuelles aléatoires de I'ordre d’'une mutation toutes les 700-1000 paires de bases. Il agit
par alkylation des acides nucléiques et aucun procédé métabolique n’est nécessaire pour
son activation. L'ENU peut transférer son groupement éthyle sur les bases azotées de I’ADN,
ce qui engendre un mésappariement et la substitution d’'une paire de bases s’il n’y a pas de
réparation de I’ADN (Justice et al., 1999). Ces mécanismes de réparation jouent un roéle trés
important dans la mutagenése, et il y a une relation directe entre la dose d’ENU et
I’efficacité de ces mécanismes. Cet agent chimique posséde le taux le plus élevé de mutation
dans les cellules souches spermatogoniales pré-méiotiques, avec une fréquence de
1:700/locus/gameéte in vivo chez la souris, pour une dose et une souche murine donnée
(Favor, 1998). Une dose efficace et tolérée pour la plupart des lignées murines correspond a

I'injection intrapéritonéale de 270mg ENU/kg administrés en trois injections sur 3 semaines.

Les mutations ponctuelles introduites par I'ENU sont majoritairement des

transversions de type A-T vers T-A et des transitions de type A-T vers G-C. Les changements
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Figure 1 : Crible de mutagenése a ’'ENU : les différentes étapes.

L'ENU est injecté par voie intrapéritonéale a des souris males. Ces males mutagenéisés sont croisés a des souris
femelles sauvages pour produire des descendants porteurs de mutations potentielles dominantes. Les pédigrées
récessifs peuvent étre produits en croisant les males fondateurs (pére) (G1) avec les souris femelles de deuxieme
génération (Backcross) ou par croisement des femelles G2 avec des males G2 (intercross) «croisement frere-sceur »
(Hardisty-Hughes et al., 2010). Dans tous les cas, les descendants sont ensuite soigneusement phénotypés au travers
de différents cribles phénotypiques comprenant chacun plusieurs parametres d’analyse. Les valeurs aberrantes
sont identifiées de fagcon qualitative ou en utilisant des méthodes statistiques et, une fois la transmission et la
pénétrance d'un phénotype spécifique confirmées, la localisation et I'identification du géne candidat est entreprise
par cartographie en se basant sur les SNP ou en | utilisant la  technique  NGS.
http://www.umr1061.unilim.fr/spip.php?article98.

Rayan ALWAN |Thése de doctorat Biologie Santé |Université de Limoges | 2017 Page 22




introduits par I'ENU conduisent dans 64% des cas a des mutations faux-sens, 26% a des

erreurs d'épissage, et 10% a des mutations non-sens (Justice et al., 1999).

Contrairement a la mutagenése dite insertionnelle, 'ENU peut générer en plus des
mutants nuls (allele amorphe), tous les autres types d’alleles : la perte partielle de fonction
(allele hypomorphe), le gain de fonction (allele hypermorphe), un dominant négatif (allele
antimorphe) et le gain de nouvelle fonction (allele néomorphe) (Godinho and Nolan, 2005).
Plusieurs formes alléliques générées pour le méme geéne, appelées « série allélique »
(Quwailid et al., 2004), fournissent beaucoup plus d'informations sur la fonction du géne qu’une

simple délétion du géne (Knockout) (Davis and Justice, 1998; Horner and Caspary, 2011).

l.2. Mise en place d’un crible ENU in vivo chez la souris

Un crible ENU comprend trois étapes principales: la mutagenese proprement dite, les
cribles phénotypiques et l'identification de la mutation causale par cartographie. Les trois

étapes sont illustrées dans la Figurel.

e Crible dominant versus crible récessif
On distingue deux types de cribles ENU fonctionnels a I'échelle génomique :
dominant et récessif pour lesquels les schémas de croisement sont bien établis. Ainsi, une
fois que les males retrouvent leur fertilité suite au traitement a 'ENU (Figure 2), ils sont
croisés a des femelles sauvages pour produire la descendance de la premiéere génération

(G1).

- Les cribles dominants

Pour les cribles dominants, qui sont relativement rapides, les souris G1 sont soumises a la
batterie de tests phénotypiques et les phénovariants hétérozygotes pour les mutations
induites par ENU, sont considérées comme mutants confirmés si 50% de leurs descendances
(G2) issues de croisement avec la souche sauvage montrent le phénotype d’intérét (Figure
2a). Un certain nombre de phénotypes et de génes ont été identifiés par ce type de crible.
Citons I'exemple du geéne codant pour I'enzyme glucokinase (GCK) qui a été identifié dans le
cadre de trois projets ENU : The Munich ENU Project (van Biirck et al., 2010), The MRC Harwell

Mutagenesis Project (Toye et al., 2004) et The RIKEN ENU Mutagenesis Project
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Figure 2 : Stratégie de croisement pour le crible dominant et récessif.

(a) Dans un crible dominant, une souris male est mutée avec I'ENU et est croisée a une souris femelle
sauvage (la génération GO). Pour chaque souris, les génotypes sont indiqués. Une mutation hétérozygote
est présente dans la lignée germinale chez le male. Si cette mutation conduit a un phénotype dominant,
elle peut étre détectée, suite a un crible phénotypique spécifique dans la génération G1. Un crible récessif
nécessite plus de croisements. Les souris G1 seront hétérozygotes pour les mutations induites par I'ENU et
ne montreront pas de phéno-variation. Ainsi, des souris G1 seront croisées avec des souris sauvages pour
produire des souris G2. La moitié des souris G2 aura hérité de la mutation présente dans la souris G1. Les
souris G3 (b) peuvent étre produites de plusieurs facons, soit par backcross G1xG2, soit par intercross
G2xG2. Les souris G3 résultantes seront phénotypes (Hardisty-Hughes et al., 2010).
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(Inoue et al., 2004). L'activité GCK est nécessaire pour la glycolyse, les souris homozygotes pour
guelques mutations identifiées meurent quelques jours aprés la naissance, alors que les
souris hétérozygotes ont montré une réduction de 50% de l'activité de l'enzyme. Ces
hétérozygotes présentent une hyperglycémie sévere et finissent par développer un diabete
similaire a une forme particuliere de diabete chez I'homme : le diabete de type MODY2
(Maturity-Onset Diabetes of the Young ou diabéte de type adulte chez le jeune). Les
différentes mutations ponctuelles identifiées par les trois cribles fournissent une série
allélique pour le géne GCK (des alleles nuls suite a des mutations non-sens et d’autres
hypomorphes dont les mutations ont perturbé des sites d’épissage), ceci va aider a mieux

comprendre le role de cette enzyme dans la maladie humaine MODY2.

- Les cribles récessifs

Bien que le criblage des mutations dominantes soit relativement rapide, les données
publiées a partir de ces cribles a grande échelle révelent que uniquement 2% des mutations
fonctionnelles sont dominantes (de Angelis et al., 2000; Nolan et al., 2000). De plus, il faut noter
gue la majorité des maladies génétiques humaines sont dues a des mutations récessives. Le
schéma de croisement d’un crible récessif est détaillé sur la Figure 2b (Cordes, 2005; Kile and
Hilton, 2005). Les cribles récessifs ont pu identifier de nombreux phénotypes liés a des génes
impliqués dans plusieurs processus cellulaires comme par exemple les voies de signalisation
(Herron et al.,, 2002; Fernandez et al., 2009). Des mutations récessives liées a des maladies
génétiques humaines ont pu étre aussi récupérées dans les grands projets ENU. A titre
d’exemple, le projet de mutagenése RIKEN a généré grace a un crible récessif un modele
murin de dystrophie neuroaxonale infantile (Wada et al., 2009). La mutation a été identifiée,
c’est une transition G vers A dans le gene codant pour I'enzyme phospholipase A2 (iPLA2R).
La mutation supprimant I'activité enzymatique conduit a une perturbation de I'homéostasie
de la membrane cellulaire, ce qui entraine une dégénérescence axonale. De méme, le projet
de mutagenése ENU de « the Genomics Institute of the Novartis Research Foundation » a pu
identifier une mutation dans un gene qui n'était pas préalablement considéré comme étant
associé a un diabete (Lloyd et al., 2010). C'est une mutation ponctuelle touchant le géne codant
pour la protéine Sec6lal. Les souris mutantes présentent un diabéte et une stéatose
hépatique provoquée par une augmentation de |'apoptose des cellules pancréatiques. Les

auteurs suggerent que I'apoptose serait probablement due a une perturbation de la fonction

Rayan ALWAN |Thése de doctorat Biologie Santé |Université de Limoges | 2017 Page 25



Rayan ALWAN |Thése de doctorat Biologie Santé |Université de Limoges | 2017 Page 26



du réticulum endoplasmique (RE) et la maturation des protéines qui entrainerait un stress

dans le RE conduisant a I'apoptose (Lloyd et al., 2010).

- Les cribles sensibilisés

Malgré le fait que les cribles a grande échelle (récessif ou dominant) sont capables de
récupérer un grand nombre de mutations fonctionnelles, ils sont tres laborieux et prennent
beaucoup de temps, nécessitent de grandes structures d’élevage d'animaux et un grand
nombre de personnel qualifié. Pour réduire les co(its et accroitre la faisabilité, deux

alternatives ont été proposées :

(i) développer des projets de mutagenese ENU a petite échelle focalisés sur le
criblage des phénotypes associés a des processus physiologiques plus spécifiques comme :
les phénotypes musculaires (Miller et al., 2010; Magnol et al., 2011), la chute des cheveux (Kim et
al., 2010), l'audition et la fonction vestibulaire (Hardisty-Hughes et al., 2010; El Hakam Kamareddin et
al, 2015), les maladies cardiovasculaires (Fernandez et al., 2009), le développement de

lymphocytes T (Kakugawa et al., 2009) et I'anémie (Lambe et al., 2009).

(ii) réaliser des cribles dits « sensibilisés » qui utilisent un fond génétique modifié ou
des conditions physiologiques ou environnementales altérées, dans le but de récupérer des
mutations quasi irrécupérables dans le contexte sauvage (Cordes, 2005; Kile and Hilton, 2005). Ce
type de mutations indétectables concerne en particulier les génes a alleles haplosuffisants
ou les génes paralogues a effet redondant. Le crible se réalise dans un contexte génétique
sensibilisé pour pouvoir accentuer les phénotypes d’intérét recherchés (Horner and Caspary,
2011; Buchovecky et al., 2013). Cette catégorie de cribles a pour objectif I'identification de
nouveaux acteurs impliqués dans le méme processus ou la méme voie de signalisation (Curtis
et al., 2004; Blewitt et al., 2005), la mise en évidence de nouvelles interactions génétiques (Kauppi
et al., 2008) ou encore la caractérisation, par génomique comparative, des orthologues des

génes identifiés dans une autre espéce (Magnol et al., 2011).

e Les cribles phénotypiques

Le succes d’un crible ENU repose sur la conception des tests phénotypiques
spécifiques, fiables et discriminants. Pour identifier des mutations fonctionnelles introduites
par I'ENU dans un géne donné, il faut cribler approximativement 1000 génomes (entre 300

et 5000 voire plus) (Nolan et al., 2002). Ces cribles phénotypiques correspondent a une batterie
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trés large de tests qui sont utilisés afin d’analyser un maximum de parameétres impliqués
dans l'expression d’'une mutation. Ces cribles sont des cribles primaires qui doivent étre
faciles a mettre en ceuvre, non invasifs et rapides. Les analyses menées grace a ces tests
permettent d’établir une « carte de santé » des souris (Brown SDM, 1998; de Angelis and Balling,
1998; de Angelis et al., 2000; Nolan et al., 2000). SHIRPA (Smith Kline Beecham, Harwell, MRC
Mouse Genome Centre, Imperial College, Royal London Hospital, Phenotype Assessment) est
I'un des premiers protocoles de criblage standardisé développé, qui met en place pres de 40
tests pour identifier des phénotypes de types comportementaux et neurologiques (Rogers et
al., 1997). D’autres projets plus récents tels que EMPReSS (European Mouse Phenotyping
Resource for Standardized Screens) ont été aussi congus pour réaliser une plus grande
variété de tests comprenant des analyses sanguines capables d’identifier les troubles
d'autres systemes physiologiques comme les systemes hormonaux, métaboliques et

immunologiques (http://empress.har.mrc.ac.uk). EMPReSS utilise également des techniques

d'imagerie par résonance magnétique et les rayons X pour examiner les fonctions
cardiovasculaires et respiratoires ainsi que la composition corporelle de la souris. Des
protocoles standardisés pour la nécropsie et I'histopathologie ont également été développés
pour détecter et référencer des anomalies tissulaires chez la souris (Sundberg et al., 2008). La
plupart des mutants identifiés par les cribles phénotypiques ne sont pas maintenus sous
forme de lignées vivantes mais seront stockés sous forme de sperme ou d’embryons

congelés (Justice et al., 1999; Marschall et al., 2009).

e [dentification du gene et de la mutation causale
Pour lancer la cartographie d’une mutation, les souris phénovariantes et/ou leurs
descendants sont d’abord croisés avec des souris de fond génétique différent. Les
recombinaisons méiotiques via ces croisements vont ensuite permettre grace a la liaison
génétique qui peut avoir lieu entre la mutation et des marqueurs polymorphes
(microsatellites et/ou SNP), de balayer le génome, repérer le chromosome portant la
mutation et limiter I'intervalle a une région chromosomique de 20 a 60 Mb (Wiltshire et al.,

2003). La recherche de génes candidats dans l'intervalle peut étre effectuée grace a :

(i) l'utilisation des « genome browser » comme celui de la base de données Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html) ou celui de RIKEN bioresource center

(http://omicspace.riken.jp/db/genome.html). RIKEN a également mis au point un outil
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appelé Positional Medline (PosMed) qui suggere et classe les génes candidats dans la région
cartographiée a partir de recherches des phénotypes dans différentes bases de données
(Yoshida et al., 2009). Les exons et les régions flanquantes des génes candidats de l'intervalle
sont ensuite séquencés pour identifier la mutation. Un modeéle murin pour Ila
dégénérescence rétinienne humaine a été analysé avec PosMed (Sato et al., 2010) et la
mutation causale a été cartographiée dans la région proximale du chromosome 19. Malgré
le fait qu'il y a plus de 400 génes dans la région cartographiée, I'outil PosMed a désigné trois
génes candidats qui pourraient étre responsables de la dégénération rétinienne: Rom1, Stx3
et Best1. Les exons des trois genes ont été séquencés et une seule mutation faux sens dans

le gene Rom1 a été détectée.

(i) La révolution technologique des méthodes de séquencage a trés haut débit,
couramment appelés NGS, sont d’'une aide inestimable pour raccourcir le temps de travail
laborieux pour affiner l'intervalle contenant la mutation causale, I'analyse de liaison et la
détection de la mutation. En conséquence, de plus en plus des parties de génomes ou méme
des génomes entiers de souris phénovariantes sont séquencés ou en cours de séquencage
dans le but d’identifier le géne responsable et détecter la mutation causale (Simon et al., 2012;
Bull et al., 2013; Wang et al., 2014). Ces nouvelles technologies sont efficaces et rapides (150-200

nouvelles identifications par an, www.irdirc.org) mais générent généralement des milliers de

variations potentielles des génes candidats qui doivent étre analysées, interprétées pour
identifier le gene responsable et la mutation causale. Plusieurs tentatives d’automatiser les
comparaisons entre génotypes et phénotypes (I’étape critique nécessaire a la
compréhension de ces maladies héréditaires) par une approche systématique, commencent
a se mettre en place. En effet, le consortium the Monarch Initiative

(www.monarchinitiative.org) a intégré dans une méme base de donnée toutes les données

concernant les maladies humaines et les organismes modeles a partir des bases de données
déja existant comme Online Inheritance in Man (OMIM) (Amberger et al., 2015), the Mouse
Genome Database (MGD) (Eppig et al., 2015b), the International Mouse Phenotyping
Consortium (IMPC) (Koscielny et al., 2014), dans le but d’accélérer I'identification de nouveaux

geénes responsables (Haendel et al., 2015).
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Figure 3 : Les différents projets internationaux basés sur de la mutagenése a grande échelle chez la
souris.

Consortium Website

The European Conditional Mouse Mutagenesis Programme
(EUCOMM)

The EUCOMMTools: Tools for Functional Annotation of the Mouse
Genome (EUCOMMTools)

www.eucomm.org

www.eucommtools.org

The European Mouse Phenotyping Resource of Standardised

www.empress.har.mrc.ac.uk
Screens (EMPRESS)

The European Union Mouse Research for Public Health and

. . www.eumorphia.org
Industrial Applications (EUMORPHIA)

The European Mouse Disease Clinic (EUMODIC)
The EuroPhenome Mouse Phenotyping Resource
The European Mouse Mutant Archive (EMMA)

The European Infrastructure for Phenotyping and Archiving of
model mammalian genomes (INFRAFRONTIER)

The International Knockout Mouse Consortium (IKMC)
The International Mouse Phenotyping Consortium (IMPC)
The Knockout Mouse Project (KOMP)

www.EUMODIC.org

www.europhenome.org

www.emmanet.org

www.infrafrontier.eu

www.knockoutmouse.org

www.mousephenotype.org

www.komp.org

The Knockout Mouse Phenotyping Programme (KOMP2) http://commonfund.nih.gov/KOMP2/

The Wellcome Trust Sanger Institute Mouse Genetics Project

http://www.sanger.ac.uk/mouseportal
(SANGER-MGP) 0:// & / portal/

Tableau 1 : Les différents projets internationaux a grande échelle réalisés chez la souris (Ayadi et al., 2012).
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1.3. Les cribles ENU a grande échelle et les ressources génétiques

L'idée de lancer un projet de mutagenése chez la souris a grande échelle a été soulevée dans
les années 1990 quand le projet de séquencgage du génome humain était en cours et devait
révéler de nombreux genes candidats pour des maladies héréditaires. Les projets de
mutagenese a grande échelle ont commencé chez la souris en 1997 autour de deux
programmes lancés au German research Center for environment and Health en Allemagne
(de Angelis et al., 2000) et au Medical research Council au Royaume Unie (Nolan et al., 2000). En
1999, deux autres projets ont suivi a RIKEN au Japon et a I"Australian national university en
Australie. Au cours des années 2000, de nombreux autres projets de mutagenése ENU chez
la souris ont été planifiés et réalisés pour produire et analyser, chacun, les phénotypes
d’environ 10000 souris G1 (Figure 3) (Gondo, 2008). Le Tableau 1 montre plus d’exemples de

projets de mutagenese ENU a grande échelle.

Toutes les ressources génétiques ainsi générées sont maintenant répertoriées dans des
bases de données comme Infrafrontier/European Mutant Mouse Archive (EMMA) (Wilkinson
et al., 2010; Infrafrontier Consortium, 2015; Raess et al., 2016), the Jackson Laboratory Repository
(jax) (Ostermeier et al., 2008), The Center for Animal Resources and Development (CARD)
(Nakagata and Yamamura, 2009), the Riken Bio Resource Center (Yoshiki et al., 2009) ou Mouse

Genome Informatics (MGI) (Eppig et al., 2015a).

l.4. Avantages et limites de la mutagenese ENU chez la souris

L'utilisation de la mutagenése ENU pour identifier les génes impliqués dans les processus
biologiques et/ou les maladies génétiques humaines présente un certain nombre
d'avantages par rapport a d’autres techniques. La nature aléatoire de la mutageneése,
I'analyse systématique et simultanée d’'un grand nombre de souris et le fait qu’elle ne
nécessite aucune connaissance préalable de la fonction ou de la séquence des genes étudiés,
ne font de la mutagenese ENU une technique particulierement plus intéressante que les
techniques conventionnelles de mutagéneses insertionnelles comme le ciblage de genes.
Cette derniére nécessite au moins la connaissance de la séquence du géne étudié et ne peut
étudier qu’un seul ou un petit nombre de genes a la fois. De plus, les mutagenéses
insertionnelles générent uniquement des alléles nuls (Knockout), alors que la mutagenese

ENU peut produire les différents types d’alleles modélisant mieux les variations génétiques
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naturelles trouvées chez I’homme. En induisant des substitutions d’acides aminés, des
changements de conformation de domaines protéiques ou encore des modifications des
produits de I'épissage. Les alléles produits par mutagenése ENU révelent des fonctions
géniques distinctes qui ne sont pas identifiables par la production d'alleles nuls par
mutageneése insertionnelle.

Malgré le fait que les cribles a grande échelle basés sur la mutagenése ENU sont
potentiellement capables de récupérer un grand nombre de mutations fonctionnelles, ils
restent des projets trés laborieux, nécessitent beaucoup de temps, et demandent un effort
organisationnel et logistique assez conséquent pour I'élevage d'animaux avec un grand
nombre de personnel qualifié. Les différentes étapes de la cartographie pour localiser les
mutations induites par 'ENU restent le processus le plus long du crible malgré la réduction
considérable de ce temps observée suite a l'utilisation rapide et peu co(iteuse des

technologies de séquencage NGS.

I1. La mutagenese insertionnelle chez la souris

Au cours des années 2000, de nombreux projets visant a déléter et étudier tous les génes de
la souris ont été lancés dans le but d’une annotation fonctionnelle aussi bien du génome de
la souris que celui de I’homme qui venaient d’étre publiés (Austin CP et al., 2004; Johan Auwerx1,
2004). Dans ce chapitre, je me limiterai a la description de deux technologies de mutageneése
insertionnelle : le piégeage de génes et le ciblage de génes. Le ciblage génique est une
mutagénése dirigée qui constitue en l'introduction d’une construction d'ADN dans les
cellules ES (Embryonic stem cells) pour générer la mutation souhaitée par recombinaison
homologue entre les séquences de la construction et celles du locus ciblé (Mansour et al., 1988;
Capecchi, 1989; Bradley A, 1992). Contrairement au ciblage de génes, le piégeage de génes est
une méthode de mutagéneése aléatoire dans laquelle I'insertion du transgéne dans un gene
endogéene actif transcriptionnellement, conduit a la pertubation de sa transcription et a son

identification.

Il.1. Le piégeage des genes ou «Gene trap»

La technigue de piégeage de genes a été développée chez la souris d’abord par
Gossler et al en 1989 (Gossler et al., 1989) puis par plusieurs autres laboratoires (Gossler et al.,

1989; Friedrich and Soriano, 1991; Skarnes et al., 1992). Le principe de la technique, qu’il s’agisse de
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Figure 4 : Enhancer trap.

La construction plasmidique contient un gene rapporteur lacZ et un géne de résistance qui est sous le
controle d’un promoteur fort, pour piéger un géne endogéne X. Dans cet exemple, le vecteur piégeage
«enhancer-trap » p3LSN contient un promoteur minimal inductible (hsp68) en amont de lacZ. L'insertion
du vecteur a proximité de I'enhancer du géne X conduira a la transcription et a la traduction du géne
rapporteur lacZ. Ce vecteur génere généralement des mutations hypomorphes plutét que nulles (Stanford
et al., 2001).

Promoter trap
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Figure 5 : Promoter-trap.

Si le vecteur Bgal, dépourvu de promoteur, s’insere dans la séquence codante du gene X, cela conduit a la
transcription du géne rapporteur lacZ. Lors de I'activation du géne X, un transcrit et une protéine de
fusion entre la séquence en amont du gene X et lacZ sont générés (Stanford et al., 2001).
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piéger des séquences régulatrices (enhancer-trap) (0'Kane and Gehring, 1987), des promoteurs
(promoter-trap) (Hicks et al., 1997) ou des séquences de polyadénylation (polyA-trap) (Niwa et
al, 1993), repose sur l'introduction aléatoire dans le génome de la souris d'un géne
rapporteur (souvent le géne LacZ) dépourvu partiellement ou totalement de ses éléments
régulateurs de transcription (Figure 4, 5, 6). L’expression du géne rapporteur dépendra donc
des éléments de régulation agissant en cis de l'unité de transcription a l'intérieur ou a
proximité de laquelle I'insertion a eu lieu et sera donc le reflet fidele de I'expression de cette
derniére. Les vecteurs de piégeage, contenant en plus du géne rapporteur un marqueur de
sélection, sont introduits dans les cellules d'intérét, les cellules ES, par électroporation ou
par infection rétrovirale. La construction « piége » va interrompre un géne endogéne
transcrit et donc se comporter comme un agent mutagéne. L'insertion de cette séquence
étrangere représente un hamecon moléculaire facilitant le clonage et I'identification du géne

muté (Camus, 1998).

Les vecteurs les plus utilisés sont ceux des « enhancer trap » qui contiennent un site
accepteur d’épissage et un signal de polyadénylation flanquant le gene rapporteur Bgeo
(fusion entre les phases codantes des génes Néomycine et B galactosidase) qui sera intégré
dans les introns des genes (Figure 4) (Gossler et al., 1989; Friedrich and Soriano, 1991). Une fois
intégré, le géne rapporteur, exprimé a partir du promoteur du gene interrompu, va nous
renseigner sur le profil de transcription de ce dernier (Skarnes et al., 1992). L'interruption de la
transcription dans ce cas peut étre trés sévere et conduira souvent a des alléles
hypomorphes voire nuls quand l'intégration du vecteur s’effectue dans la partie 5’ du gene
endogene. Le deuxieme type de piégeage appelé « promoter trap » est basé sur I'utilisation
d’un vecteur sans site accepteur d’épissage conduisant a une intégration dans un des exons
du géne endogene (Figure 5) (von Melchner et al., 1992; Hicks et al., 1997). Ce type de piégeage
semble étre efficace quand l'intégration s’effectue dans un géne a un seul exon mais reste
moins efficace que le premier type en particulier quand il s’agit d’une mutagenese a grande
échelle. Enfin, le troisieme type de piégeage dit « polyA trap » est congu pour les genes qui
ne sont pas transcrits dans les cellules d’intérét ; les vecteurs de ce type contiennent un
marqueur de sélection contrélé par un promoteur ubiquitaire avec un site donneur
d’épissage du coté 3’ qui remplace la séquence de polyadénylation (Figure 6) (Niwa et al., 1993;

Zambrowicz and Friedrich, 1998) . Le vecteur de « polyA trap » doit s’intégrer dans le
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Figure 6 : Poly A trap.

Le plasmide contient un promoteur suivi d'un gene rapporteur et d'un site donneur d'épissage sans
séquence signal poly (A). Le gene rapporteur est exprimé si le vecteur s'insére dans la partie codante d'un
géne dans la bonne orientation. L'efficacité d’un piégeage de genes avec un vecteur « poly (A) trap » est

trés faible (adaptée de http://bsw3.naist.jp/kawaichi/naistrap-e.html).
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dernier intron du gene endogene dans la bonne orientation avec I’exon en aval ; en utilisant
la séquence de polyadénylation du géne muté, ce type de piégeage conduit soit a la
production d’une protéine tronquée soit a la dégradation de 'ARNm chimére par le
mécanisme de surveillance des ARNs le nonsense-mediated mRNA decay (NMD) (Shigeoka et
al., 2005b). Pour éviter la dégradation du transcrit chimére codant pour le marqueur de
sélection, une séquence permettant le recrutement direct du ribosome au niveau du codon
de démarrage de la traduction appelée « internal ribosome entry site » (IRES) est insérée
derriere le codon de terminaison du marqueur de sélection; ceci aboutit a la non
reconnaissance du transcrit chimere par le NMD (Shigeoka et al., 2005b). Comme mentionné
précédemment, les constructions « piege » sont introduites dans les cellules ES par
électroporation de plasmides ou par infections rétrovirales. Contrairement aux vecteurs
rétroviraux qui s’inteégrent de préférence dans le premier intron du gene endogene, les
vecteurs plasmidiques s’integrent d’une facon aléatoire tout le long du gene (Chen et al., 2004;
De-Zolt et al., 2006). C'est pour cette raison que les vecteurs rétroviraux sont beaucoup plus
adaptés pour générer des alléles nuls ou trés hypomorphes tandis que les plasmidiques
produisent uniquement des mutations hypomorphes voire non mutagenes dans certains cas.
La présence de point chaud d’intégration ainsi que les insertions complexes, compliquant les
analyses ultérieures des clones, représentent les inconvénients majeurs des deux méthodes
(Hansen et al., 2003; Chen et al., 2004). La forte mortalité observée chez les embryons issus de
lignées de souris hébergeant deux alléles nuls produit par piégeage du gene a conduit
plusieurs équipes de recherche a développer des variantes conditionnelles de la technique
en insérant les systéemes de recombinaison cre-lox et/ou flp-FRT en différentes
configurations autour des éléments essentiels du vecteur de piégeage. Ces constructions
sont congues pour faciliter des modifications post insertionnelles (élimination ou inversion)
du locus du gene endogéne interrompu. Ceci permet d’étudier |'effet de I'allele Iétal a un
stade de développement plus avancé ou méme a I’'age adulte (Schniitgen et al., 2005; Xin et al.,

2005; Singla et al., 2010).

Contrairement aux mutagenéses aléatoires chimiques ou physiques, les séquences
des vecteurs de piégeage sont utilisées pour identifier facilement le géne muté ; cela est
généralement réalisé soit par 5’ ou 3° RACE des transcrits de fusion générés par |'épissage de

la séquence endogene interrompue a la séquence de piégeage, soit par PCR inverse aprés

Rayan ALWAN |Thése de doctorat Biologie Santé |Université de Limoges | 2017 Page 39



Rayan ALWAN |Thése de doctorat Biologie Santé |Université de Limoges | 2017 Page 40



digestion de I’ADN génomique par une enzyme de restriction et circularisation des fragments

générées (Silver and Keerikatte, 1989).

I.2. Le piégeage de genes a grande échelle et les ressources génétiques

Les premiers cribles « piégeage de genes » ont été réalisés pour identifier des geénes
nécessaires au développement. Friedrich et Soriano ont pu avoir de nombreuses lignées de
souris chimeéres issues de pools de cellules ES transfectées par un vecteur « promoter trap ».
Sur les 24 lignes obtenues, 9 n’étaient pas capables de générer une descendance
homozygote viable, indiquant que les génes invalidés sont indispensables au développement
de la souris (Friedrich and Soriano, 1991). Dans un deuxiéme crible, un grand nombre de
génes, parmi les 279 genes caractérisés par leurs profils d'expression, ont été identifiés
comme étant régulés spatio-temporellement durant I'étape de I'embryogenése (Wurst et al.,
1995). D’autres cribles « gene trap » ont suivi dans le but d’identifier des génes régulés ou
exprimés différemment en fonction des cellules, des tissus ou encore de I'état physiologique
ou de différenciation des cellules. Ce type de crible a été utilisé avec succes pour
identifier par exemple un géne codant pour « lysosomal cysteine protease cathepsin B »
régulé durant la différenciation des myoblastes in vitro (Gogos et al., 1996), des génes
surexprimeés ou sous exprimés suite a un cascade de signalisation dans les cellules de Sertoli
(Vidal et al., 2001) ou des génes spécifiques d’un tissu comme |"hippocampe (Steel et al., 1998) ou
I'oreille interne (Yang et al., 1997). De plus, des variantes de la technique adaptées au type
cellulaire ou a la nature de la protéine (cytoplasmique, membranaire, secrétée etc.) ont pu
étre réalisées pour identifier de nouveaux genes qui controlent les connexions neuronales
(Leighton et al., 2001), qui s’expriment différemment dans cellules souches cardiovasculaires
(Kuhnert and Stuhlmann, 2004), qui codent pour des protéines membranaires ou secrétées
(Skarnes et al., 1995) ou qui régulent le développement (Gossler et al., 1989; Friedrich and Soriano,

1991).

Le piégeage de gene a pris de I'importance au cours des années 1990 et a été utilisé
a grande échelle pour la production des mutations insertionnelles aléatoires dans les cellules
souches (Zzambrowicz and Friedrich, 1998), conduisant a la construction des grandes banques de

cellules ES hébergeant des génes piégés (Figure 3) :
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(i) la banque « Omnibank » développée par « Lexicon Genetics » qui contient la plus
grande collection de mutants ES, avec 270000 clones, couvre pres de 60% du génome de la
souris (Zambrowicz et al., 2003). Les données concernant cette banque sont répertoriées aussi

bien dans le site web de « lexico genetics » (http://www.lexicon-genetics.com/index.php)

gue dans la base de donnée « NCBI Genome Survey Sequences Database ».

(i) L'objectif du projet « the International Gene Trap Consortium » (IGTC), initié et
réalisé par les grandes équipes de recherche travaillant sur le modéle murin, était de
construire des banque de cellules ES mutantes par « gene trap » et les mettre a la
disposition de toute la communauté scientifique (International Gene Trap et al., 2004). L'IGTC a
généré une collection de 50000 lignées de cellules ES hébergeant des mutations dans 9000
geénes soit 40% du génome de la souris. Il faut noter que contrairement a Omnibank, I'lGTC a
utilisé une panoplie de vecteurs de piégeage pour interrompre un grand nombre de loci dans
un petit nombre de clones (International Gene Trap et al., 2004). Les séquences interrompues

sont archivées dans la base de données du site web de I'lGTC (http://www.genetrap.org/)

(Nord et al., 2006) et visualisées par le « genome browser » de la souris sur la base de données

Ensembl (http://www.ensembl.org/Mus musculus/Info/Index ).

D’autres cribles, de moindre importance par rapport au nombre de geénes
interrompus, ont été développés en utilisant : (i) la technique conventionnelle comme celui

de Baygenomics (Stryke et al., 2003), (ii) des variantes conditionnelles comme celui de German

Gene trap Consortium (http://genetrap.gsf.de/) (Schniitgen et al., 2005) qui a produit 4000
clones de cellules ES en insérant le vecteur flip-excision dans prés de 1000 génes, ou (iii) celui
développé par De-zolt et al. pour identifier 716 génes codant pour des protéines
transmembranaires ou secrétées, dont 61% parmi eux n’étaient pas identifiables par
I"approche conventionnelle de la technique (De-Zolt et al., 2006). De nombreuses mutations
insertionnelles de type « gene trap » ont été cherchées dans les banques ES parce qu’elles
conduisent chez la souris a des phénotypes similaires a des syndromes de maladies
humaines. Les modeéles murins « gene trap » ainsi générés sont utilisés pour comprendre les
mécanismes moléculaires des pathologies, pour identifier des marqueurs pour un diagnostic

précoce ou encore pour mettre en place la thérapie nécessaire.

Les maladies comme le cancer (Nobukuni et al., 2005; Ishiguro et al., 2010; Robles-Oteiza et al., 2015),

les anémies (Khoriaty et al.,, 2016; Sun et al.,, 2016b), les maladies cardio-vasculaires, les
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Figure 7 : les différentes variantes de la technologie « gene targeting ».

Knockout conditionnel (A) : Des souris peuvent étre générées en associant deux lignées différentes de
souris transgéniques: I'une portant une enzyme SSR (par exemple Cre) sous le contréle d'un promoteur
spécifique de type cellulaire (CPR) et |'autre contenant des régions codantes du géne d'intérét flanqué
par LoxP. La progéniture de cet accouplement portant les deux transgénes subirait une inactivation
génétique uniguement dans les cellules exprimant Cre qui va recombiner la région LoxP flanqué. Dans les
cellules sans expression de Cre, aucune recombinaison ou inactivation du gene ne se produira.

Knockout conditionnel spatio-temporel (B) : Le contréle temporel de la recombinaison a médiation Cre
peut étre réalisé par I'utilisation d'une protéine Cre chimere (Cre-ERT2). Le Cre-ERT2 ne se translate que
vers le noyau et catalyse la recombinaison apreés le traitement au tamoxiféne.

Knock-in conditionnel (C) : Les souris rapporteuses de recombinaison knockin portent habituellement
une construction avec un codon d'arrét flanqué par LoxPsequences suivi d'un géne rapporteur (RG). Chez
les souris portant ce transgeéne, RG n'est activé que dans les cellules exprimant Cre, ou le codon d'arrét a
été excisé. Dans les cellules Cre négatives, le RG n'est pas exprimé (ROCHA-MARTINS et al., 2015) .
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cardiomyopathies (Becker et al., 2014; Quintero-Rivera et al., 2015), les neuropathologies (Trimborn
et al., 2010; Gow et al., 2013; Sul et al., 2013; Ylikallio et al., 2013), les maladies génétiques liées au
chromosome X (Cox et al., 2010), les maladies métaboliques (Michailidou et al., 2008) ou les

maladies hépatorénales (Wright et al., 2009) ne sont que quelques exemples.

I.3. Le ciblage de genes «Gene targeting»

La technique « gene targeting » ou ciblage de génes qui permet d’inactiver un gene
chez la souris et de vérifier ainsi son role, est réalisée par recombinaison homologue dans
les cellules ES (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981; Smithies et al., 1985). En 2007, le prix Nobel
de médecine et de physiologie a récompensé deux Américains, Mario Capecchi et Oliver
Smithies, et un Britannique Sir Martin Evans, dont les travaux pionniers ont été les bases de
cette technique qui est aujourd’hui trés largement utilisée dans la recherche biomédicale
(Mak, 2007). Les mutations introduites par la technique « gene targeting» sont
essentiellement des délétions des genes endogenes par la méthode de remplacement du
géne appelés couramment « Knockout » ; toutefois, d’autres types d’altérations peuvent
étre introduites comme par exemple les mutations ponctuelles afin d’étudier des maladies
humaines, les délétions conditionnelles par recombinases ou des fragments d’ADN
endogeénes ou exogenes insérés dans des sites spécifiques du génome de la souris nommées

« Knock-in » (Figure 7).

Dans la méthode conventionnelle du Knockout, les vecteurs plasmidiques utilisés
contiennent a la fois un marqueur de sélection positif (souvent le géne codant la résistance a
la Néomycine) et un marqueur de sélection négatif (Figure 8) (Mansour et al., 1988; Valenzuela et
al., 2003); le marqueur de sélection positif est souvent flanqué par des séquences homologues
a celles qui encadrent le gene d’intérét. L'introduction d’un tel vecteur dans les cellules ES
par électroporation permet, par recombinaison homologue, le remplacement du géne mis a
I’étude par le marqueur positif et conduit a la génération des cellules ES résistantes a la
néomycines et délétées totalement ou partiellement dans le gene en question. Le marqueur
de sélection négatif quant a lui est utilisé pour éliminer les cellules ES hébergeant des
intégrations ectopiques du vecteur (Capecchi, 1989). Apres la double sélection, les cellules ES
sont injectées dans des blastocystes pour produire des souris chimeéres qui seront croisées

avec la lignée sauvage pour avoir une descendance hétérozygote pour la délétion. Le
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Figure 8 : vecteur de ciblage.

Deux bras d'homologie flanquent un marqueur de sélection positif (neo"). Un marqueur de sélection
négatif (HSV-tk) est placé adjacent a I'un des bras de ciblage. Un site d'enzyme de restriction unique est
situé entre le squelette du vecteur et le bras d'homologie. Lorsqu'il est linéarisé, le squelette du vecteur

protégera alors le HSV-tk contre les nucléases (Hall et al., 2009).
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Knockout conventionnel peut conduire dans certains cas a une mortalité embryonnaire si le

géne délété joue un role essentiel au cours du développement.

Pour éviter ce probleme de mortalité, des variantes conditionnelles de la technique
basées sur I'utilisation de nouveaux vecteurs fondés sur le systéme de recombinase Cre-loxP
du bactériophage Pl ou le systéme équivalent de la levure Flp/Frt ont été mises en place
(Figure 9). Ces vecteurs permettent d’'une part, de créer des mutations « propres », ou les
geénes de sélection sont éliminés du locus étudié et ne peuvent donc pas avoir d'influence
sur les genes voisins ; d’autre part, ils permettent une expression du géne muté contrélée
dans le temps, ce qui rend possible I'étude, a I'age adulte, de génes dont I'absence ou la
mutation sont létales au stade embryonnaire (Kiihn and Schwenk, 1997). La recombinaison par
I'enzyme Cre (ou Flp) entre deux sites loxP (ou Frt) ayant des orientations opposées conduit
a l'inversion du fragment d'ADN compris entre les deux sites loxP (ou Frt). En revanche, la
recombinaison entre deux sites de méme orientation conduit a la délétion du fragment
d'ADN. Cette réaction est réversible et une molécule portant un site loxP (ou Frt) peut
s'intégrer dans une autre molécule d'ADN arborant un site loxP (ou Frt) (Figure 10) (Michael et
al., 1999). Pour générer des souris délétées dans un gene avec cette variante conditionnelle
de la technique, deux lignées de souris sont nécessaires : la premiere, appelée « floxée »,
contient I'exon du gene d’intérét flanqué par les sites loxP (ou Frt) et la deuxiéme, nommée
« transgénique », héberge un transgéne contenant le géne codant pour la recombinasse Cre
(ou Fip) ; I'expression du géne Cre pouvant étre sous le contrdle d'un promoteur spécifique
de tissu ou inductible ou les deux a la fois (Michael et al., 1999). Dans la descendance issue du
croisement des deux lignées, la recombinase va permettre la délétion de I'exon flanqué par
les sites loxP (ou Frt) dans le tissu spécifique et/ou durant le stade de développement étudié.
Il existe actuellement plus de 500 lignées exprimant la recombinase Cre de facon tissu
spécifique dont les données sont répertoriées dans la base de données CreXMice du

laboratoire de Andras Nagy (http://nagy.mshri.on.ca/cre/) (Nagy and Mar, 2001; Nagy et al.,

2009).

La technique knock-in, un raffinement du technique conventionnel knockout,
consiste en l'introduction, en phase avec la séquence codante du gene cible, de la phase
codante d’un géne marqueur (Figure 11). Une fois la recombinaison homologue effectuée

dans le géne cible choisi, I'allele modifié exprime une protéine de fusion contenant la
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Figure 10 : Le systéme Cre-loxP_peut aboutir a trois résultats différents selon I'emplacement et
I'orientation des sites.

Inversion: Si les sites loxP sont sur le méme brin d'ADN et sont dans des orientations opposées, la
recombinaison entraine une inversion et la région de I'ADN entre les sites loxP est inversée. Délétion: Si
les sites sont orientés dans le méme sens, la séquence entre les sites loxP est excisée comme un
fragment circulaire d'ADN et n'est pas maintenue. Translocation: Si les sites loxP sont sur des molécules
d'ADN distinctes, un événement de translocation est généré entre les sites loxP loxP

(www.addgene.org/cre-lox/).
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Figure 11 : La variante Knock-in.

Le knock-in est une variante du knock-out.

Dans cette variante, mis a part une invalidation du gene cible, un géne d'intérét est introduit dans le
locus. Apres recombinaison homologue, ce géne d'intérét est placé sous le controle du promoteur et des
séquences régulatrices du gene cible. Il est donc synthétisé a la place du gene cible. Le plus souvent, on
choisit d'insérer un géne rapporteur qui une fois exprimé peut étre observé, et quantifié (Hall et al., 2009).

Rayan ALWAN |Thése de doctorat Biologie Santé |Université de Limoges | 2017 Page 48




protéine du gene cible et la protéine du marqueur. Le choix du gene marqueur dépend
évidemment du but recherché ; par exemple, il peut s’agir de la séquence codante de la -
gal dont I'activité est aisément repérable, y compris a I’échelle cellulaire. Ainsi I'expression
de la B-gal mime-t-elle I'expression du géne cible, ce qui permet la détermination de son
profil d’expression et/ou sa localisation (Li et al., 1997) mais peut également étre trés utile
pour suivre le destin des cellules exprimant normalement le géne cible dans le contexte d’un
animal porteur de la mutation a I'état homozygote (Schneider-Maunoury et al., 1993; Tajbakhsh,
1996). Une autre variante de la technique knock-in concerne le cas de génes appartenant a
une famille multigénique ayant un patron d’expression différent et dont linactivation
respective entraine des phénotypes différents ou contrastés. Les protéines codées par ces
génes apparentés ont souvent une fonction équivalente et c’est le changement de profil
d’expression qui est a l'origine des phénotypes observés et non une fonction différente. En
effet, d’aprés quelques études (Hanks et al., 1995; Hanks et al., 1998; Saga, 1998; Acampora et al.,
1999; Geng et al., 1999; Suda et al., 1999), c’est généralement ce type de situation qui est observé,
ce qui souligne I'importance des régions régulatrices d’un géne comme cibles d’évolution et

de diversification fonctionnelles.

Il.4. Le ciblage de genes a grande échelle et les ressources génétiques

La technique « gene targeting » a été utilisée a grande échelle dans le but de muter
d’une fagon systématique tous les genes codant de la souris, créant ainsi des ressources
génétiques précieuses pour la recherche biomédicale (Austin CP et al., 2004; Johan Auwerx, 2004).
Trois grands projets de délétion (Knockout programs) ont été élaborés : le KOMP (KnockOut
Mouse Project) réalisé par le National Institutes of Health (NIH, USA); 'EUCOMM (EUropean
Conditional Mouse Mutagenesis Program) (Friedel et al., 2007) mis en place par la commission
européenne (EC) et le NorCOMM (North American Conditional Mouse Mutagenesis Project)
developpé par Genome Canada. Avec deux autres projets réalisés par l'institut TIGM (Texas
Institute of Genomic Medicine) (Collins et al., 2007) et par I'association AMMRA (Asian Mouse
Mutagenesis and Resource Association), tous les projets ont été finalement regroupés sous
le consortium international IKMC (International Knockout Mouse Consortium) (collins, 2007).
Toutes les ressources génétiques générées par tous les projets sont stockées et accessibles

sur le site web officiel d'IKMC (www.knockoutmouse.org). Les objectifs principaux du site

web de I'lKMC et de sa base de données sont : mettre a disposition une infrastructure pour
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sélectionner par priorité les génes a déléter dans les centres de production de I'lKMC,
faciliter la coordination des travaux et suivre leurs progrés au sein de I'lKMC et rendre toutes
les données facilement accessibles a la communauté scientifique (Figure 3) (Skarnes et al.,
2011; Ayadi et al., 2012). Dans le cadre de I'lKMC, 26000 knockouts dans des cellules ES ont été
produits, 15000 parmi eux sont générés par la technique « gene targeting » dont 13000 sont
conditionnelles. Ces mutations sont introduites dans plus de 18500 genes dans des cellules
ES et plus de 4900 lignées de souris mutantes ont été générées. Ces lignées de souris sont
maintenant caractérisées par des programmes de phénotypage a grande échelle organisés
au sein de I'IMPC et d'EUMODIC (White et al., 2013; de Angelis et al., 2015). En outre, plus de
19000 ES clones pour environ 9000 différents genes ont été distribués a la communauté

scientifique pour des études fonctionnelles (Rosen et al., 2015).

Récemment, dans le cadre de l'effort fourni par I'IMPC pour caractériser
phénotypiquement les 5000 souris knockout générées par I'lKMC, Dickson et al ont identifié
parmi les 1751 lignées knockout étudiées pres de 410 genes, dont le Knockout est |étal au
stade embryonnaire. En utilisant un pipeline d’analyse phénotypique et de l'imagerie a haute
résolution, des phénotypes sont identifiés et analysés essentiellement pour le Knockout des
génes non connus ; parmi eux plusieurs genes impliqués dans des maladies humaines ont
été révélés. Ces lignées Knockout ont permis d’une part, I'étude fonctionnelle des genes
chez les mammiféres et elles représentent d’autre part, des modeles précieux pour
comprendre et décortiquer les mécanismes moléculaires sous-jacents des maladies

héréditaires humaines (Dickinson et al., 2016).

I1.5. Avantages et limites du piégeage et du ciblage de genes

La technique « gene trap » est une mutagénese aléatoire a grande échelle mais
semble étre incapable de créer des mutants dans tous les génes murins. De plus, le nombre
de lignées de cellules ES générées par « gene trap » est beaucoup plus grand que le nombre
de genes de souris connus. Uniquement 50 a 70% des génes de la souris ont été piégés ; Ceci
veut dire qu’il y a un certain nombre de génes qui a été piégé plusieurs fois et que certains
vecteurs sont insérés dans des régions non codantes (Abuin et al., 2007; Roma et al., 2007; Roma et
al., 2008). En effet, de nombreuses expériences ont montré un certain biais dans I'intégration

des vecteurs de piégeage et que certaines régions génomiques sur les chromosomes dites
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« points froids », contrairement aux points chauds, ne peuvent pas étre invalidées par cette
technigue (Austin CP et al., 2004; Shigeoka et al., 2005a). Contrairement au « gene trap », la
technigue « gene targeting » peut générer des Knockout dans n’importe quel géne de la
souris et il a été montré qu'il était efficace pour déléter presque tous les génes de la souris,
en particulier avec sa variante conditionnelle cre/Lox qui induit d’'une fagon précise la
délétion du géne d’intérét a la fois dans le temps et dans I'espace (Austin CP et al., 2004; Barbaric
et al.,, 2007). Toutefois, cette technique reste quand méme une tache expérimentale assez
lourde et fastidieuse a mettre en ceuvre qui prend énormément de temps et qui nécessite

des compétences professionnelles élevées.
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Chapitre II : L’ARN interférence

I. Historique

L’ARNi est un mécanisme général de régulation de I'expression génique fondé sur la
dégradation séquence spécifique des ARNs transcrits. La premiére mise en évidence de ce
phénoméne, bien que celle-ci ne flt identifiée comme telle que plusieurs années plus tard,
était dans les années 1990 par I'équipe de R. Jorgensen lors de ses recherches sur les
mécanismes de coloration de Pétunia (Napoli et al., 1990). Les auteurs, souhaitant obtenir un
renforcement de la coloration des fleurs, ont introduit une deuxiéme copie du gene de la
pigmentation dans le génome de la plante, et ont obtenus contre toute attente, une
extinction de la coloration (Napoli et al., 1990). Ces expériences appelées, co-suppression, ont
mis en évidence un mécanisme tres répandu chez les plantes, impliqué dans la protection du
génome contre les éléments transposables et les virus a ARN (Vaucheret and Fagard, 2001).
Agissant sur les ARNs déja transcrits, ce mécanisme a été baptisé « Post Transcriptional Gene
Silencing » ou PTGS. Au cours des années 90, de nombreuses analyses moléculaires réalisées
sur C. elegans (Guo and Kemphues, 1995) et N. crassa (Cogoni et al., 1996)) hébergeant des
transgenes inactifs ont montré que la transcription aussi bien du géne résident que le
transgene est toujours active, mais les transcrits sont rapidement dégradés dans le
cytoplasme. C'est le 19 février 1998, que parait I'article considéré aujourd’hui comme
fondateur de I’ARNi et dans lequel le réle suppresseur des petites molécules d’ARN non
codants est clairement établi (Fire et al., 1998). Ce travail sera récompensé huit ans plus tard
par le prix Nobel de physiologie et de médecine. Cette découverte a marqué le monde de la

génétique expérimentale, la biologie cellulaire et, plus récemment, de la médecine.

A. Fire et al. ont découvert que l'introduction d’un ARN double brin (ARNdb) dans les
cellules de C. elegans pouvait réduire spécifiqguement |’expression des protéines en se liant a
leurs ARNm et ceci pendant plusieurs générations. Ce phénomene d’extinction génique
baptisé ARN interférence, a permis d’analyser et de comprendre la fonction de nombreuses
protéines (Fire et al., 1998). Au cours des années suivantes, de nombreuses équipes

parviennent a mettre en évidence le phénomene d’ARNi chez d’autre espéces comme la
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Figure 12 : L’ARN interference.

Les précurseurs de siARN d’origine endogéne ou exogene, comprenant une longue région double brin,
sont pris en charge par I'’enzyme Dicer qui va les maturer dans le cytoplasme. Les siARN matures sont
ensuite pris en charge par le complexe RISC (RNA induced silencing complex) qui va d’abord éliminer I'un
des deux brins, le brin passager et garder le brin guide puis avec les autres protéines du complexe RISC,
chercher ’ARNm cible pour le dégrader avec I'activité Slicer de la protéine Ago d’une maniere séquence

spécifique (Davidson and McCray, 2011).
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drosophile (Kennerdell and Carthew, 1998), le xénope (Oelgeschlager et al., 2000), la souris (Svoboda et
al., 2000), le trypanosome (Ngb et al., 1998), la planaire, le poisson zébre (zamore et al., 2000) les

protistes (Ruiz et al., 1998), etc.

L'ARNi désigne actuellement I'ensemble des régulations spécifiques de I'expression
des génes qui sont dirigées par une molécule d'ARN de petite taille qui sert de séquence
guide. Ces régulations peuvent induire |'arrét de la transcription du gene ciblé, c’est la voie
nucléaire de I’ARNi (Castel and Martienssen, 2013), ou agir au niveau de I'ARNm soit par un
mécanisme de dégradation soit par une inhibition de la traduction ; il s'agit des voies de
I'extinction post-transcriptionnelle des génes : la voie des siRNA (small interfering RNA), la
voie des miRNA (micro RNA) (Naqui et al., 2009) et la voie des piRNA (PIWI interacting RNA)

(Siomi et al., 2011).

I1. Les différentes voies de I’ARN interférence

Les ARN interférents sont de petits ARNs non codants, double brin de 20 a 30
nucléotides (nts). Ils sont issus de la maturation d’ARNs précurseurs plus longs dans le noyau
et/ou dans le cytoplasme. Ces ARNs agissent sous forme simple brin en s’hybridant a la
séquence d'ARN cible et ainsi empécher |'expression du gene en question soit en clivant cet
ARN soit en inhibant sa traduction en protéine. Cette association avec I’ARN cible se fait a
travers des complexes protéiques associés au petit ARN et impliqués aussi bien dans sa

maturation que dans sa fonction (Wilson et al., 2015).

[I.1. La voie des siRNA

Les siARNs sont des petits ARN double brin d’environ 21 nts, impliqués dans la
dégradation séquence spécifique des ARNm cibles. lls sont formés de deux brins de 19 nts
complétement complémentaires et de deux nts sortants sur chacune des extrémités 3’
(Figure 12). Ces petit ARNs sont issus d’ARNdb qui peut étre d’origine endogene ou
exogene ; I’ARNdb exogene peut étre virale ou introduit par injection dans I'organisme ou
encore transcrit a partir d’'un transgéne dupliqué avec répétition inverse. lls sont capables
d’inhiber I'expression d’un géne par complémentarité parfaite avec les séquences d’ARNm.
Un mécanisme a deux phases a été proposé pour la dégradation des transcrits induite par

I’ARNdb. Dans la premiere phase appelée phase initiatrice, I’ARN double brin est clivé en
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Figure 13 : Voie de maturation canonique des miRNAs.

Les genes de miRNAs sont transcrits sous la forme de précurseurs appelés « pri-miRNA ». Ces
précurseurs sont clivés dans le noyau par un complexe nommé microprocesseur (Drosha et DGCR) pour
avoir un produit intermédiaire appelé « pre-miRNA » en forme tige boucle. Le pre-miRNA est ensuite
transporté dans le cytosol par I'exportine 5 pour étre clivé par Dicer. Le miRNA s’incorpore en forme de
petit ARN double brin « miRNA/miRNA* » dans le complexe RISC qui va garder que le brin miRNA. Selon
le degré de la complémentarité, I'association entre le miRNA et I’ARNm va conduire soit a I'inhibition de
la traduction soit a la dégradation de I’ARNm cible d’apres (Kurreck, 2009).
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siRNAs par une ribonucléase de type Il appelée Dicer (Paroo, 2010). Au cours de la deuxiéme
phase dite phase effectrice, un brin du siRNA (le brin guide) avec sa région essentielle
appelée « seed region » (une série de 5 ou 6 nucléotides proche du début de I'extrémité 3’)
vont guider une machinerie de dégradation appelée RISC (RNA-induced silencing complex)
qui va cibler TARNm pour le cliver grace a I'activité endonucléolytique (slicer) de la protéine

Argonaute (Tolia and Joshua-Tor, 2007; Meister, 2013). Une fois clivé, I’ARNm cible sera dégradé

dans les sens 5’-3’et 3’-5’ dans des structures cellulaires impliquées dans le stockage et la
dégradation des ARN appelées Processing bodies (P-body) (Eulalio et al., 2007). De nombreuses
études ont montré que cette voie de I'"ARNi est spécifique de la lignée somatique et
impliquée dans l'intégrité du génome en le protégeant contre les ADN parasites comme les

transposons et les virus (Ghildiyal and Zamore, 2009).

[1.2. La voie des microARNs

Les miRNAs sont une catégorie d’ARN simple brin non codant d’environ 22 nts. Leur
maturation requiert l'intervention de deux enzymes de type RNaselll : Drosha et Dicer
(Figure 13). La biosynthese des miRNAs débute dans le noyau par la transcription par I’ARN
polymérase Il de génes des miRNAs en long précurseurs : les pri-miRNAs. Ces précurseurs en
tige boucle seront excisés par un complexe protéique «le microprocesseur »
(Drosha/DGCRS8), pour donner naissance aux pré-miRNAs (ces précurseurs sont parfois
directement produits par la machinerie du splicing dans le cas de plusieurs miRNAs appelés
mirtrons parce qu’ils sont localisés dans les introns des genes codants) (Babiarz et al., 2008). Les
pré-miRNAs sont ensuite transportés dans le cytoplasme par la protéine exportine 5 ou ils
sont maturés par Dicer qui hydrolyse la structure boucle. Le petit ARN double brin libéré
(miRNA/miRNA*) sera pris en charge par le complexe RISC, un seul brin (le miRNA) est
incorporé dans la protéine Argonaute (Bushati and Cohen, 2007; Tolia and Joshua-Tor, 2007). Enfin le
complexe RISC chargé est guidé vers lI'extrémité 3° UTR de I'ARNm cible par une
complémentarité partielle de séquence; cette association conduit a linhibition de la
traduction de ’ARNm cible par la perte de sa coiffe en 5’ et de sa polyadénylation en 3’ ainsi
gu’une dégradation par des exonucléases (Bushati and Cohen, 2007) (Brodersen and Voinnet, 2009).
Les génes régulés par cette voie sont impliqués dans un grand nombre de fonctions

physiologiques essentielles telles que le métabolisme (Moore et al., 2010), la
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croissance (Shenoy and Blelloch, 2014), la différenciation cellulaire (lvey and Srivastava), le

développement des plantes (Chen, 2008) etc.

I.3. La voie des piRNA

Les piRNAs (PIWI Interacting RNA) sont des petits ARN non codants de 26 a 31
nucléotides. lls s’associent avec les protéines de type PIWI pour former des complexes
ribonucléoprotéiques impliqués notamment dans la répression des retrotransposons au sein
de la lignée germinale. La biogenése des piRNAs est completement différente de celle des
siRNAs et des miRNAs, indépendante de I'action de I'enzyme Dicer et les protéines PIWI

elles-mémes sont directement y impliquées (Bushati and Cohen, 2007; Luteijn et al., 2012).

III. L’ ARNIi un outil de la génétique inverse

L’ARNi, en particulier la voie des siRNAs, est devenu une technique couramment
utilisée pour réaliser I'analyse fonctionnelle des génes. Il s’agit d’introduire de facon exogéene
dans un organisme (in vivo), dans des cellules primaires (ex vivo) ou encore dans des lignées
cellulaires (in vitro), de ’'ARN ou de I’ADN capable de produire des siRNAs dirigés contre un
ou plusieurs génes a inactiver. Les progrées techniques réalisés en matiere d’introduction des
acides nucléiques dans des cellules ou des organismes entiers permettent aujourd’hui de
diminuer I'expression de n’importe quel géne d’une fagon a la fois rapide, spécifique et
efficace. Cette méthode appelée Knockdown permet donc d’inactiver un géne mais de
maniere plus subtile que les méthodes Knockout et Knock-in utilisées dans les approches
« gene trap » et « gene targeting » décrites plus haut. Actuellement, I'outil ARNi est
largement utilisé dans les laboratoires académiques dont les retombées dans le domaine de

la santé sont en pleine expansion (Gavrilov and Saltzman, 2012).

L’efficacité du knockdown dépend en grande partie d’'une part de la séquence du
siRNA et d’autre part des conditions d’introduction des acides nucléiques ainsi que de leurs
stabilités dans la cellule ou dans I'organisme. Aussi bien des chercheurs que des industriels
ont réussi a mettre au point différentes stratégies veillant a optimiser ces étapes selon le

type cellulaire ou le degré de complexité de I'organisme.
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l1l.1. Design des siRNAs

Les scientifiques ont commencé I'analyse fonctionnelle des génes par inactivation en
introduisant en premier lieu de I’ARNdb de grande taille dans les cellules ou les organismes
entiers. Cette méthode d’introduction a montré un grand succes pour investiguer la fonction
des genes chez plusieurs organismes eucaryotes (Fire et al., 1998; Kennerdell and Carthew, 1998;
Ngo et al., 1998; Ruiz et al., 1998; Oelgeschlager et al., 2000; Svoboda et al., 2000; Zamore et al., 2000).
Cependant jusqu'en 2001, il était impossible d'utiliser cette méthode dans les cellules de
mammiféres. Les mammiféres ont développé une réponse antivirale particuliere. En effet, la
présence d'ARNdb de grande taille (supérieur a 30 nts) induit l'activation de la voie
interféron qui aboutit a la dégradation de tous les ARNs cellulaires, quelle que soit leur
séquence, conduisant a la mort de la cellule infectée. Ce n’est qu’en 2001 que I'équipe de
Tuschl a eu l'idée d’introduire directement des siRNAs, nettement plus petits que ’ARNdb,
dans les cellules de mammiféres. Cette manipulation a provoqué l'inactivation du géene
étudié sans déclencher la réponse interféron non spécifique (Elbashir et al., 2001; Stark et al.,
2003). Pour cette raison, des tentatives de production des siRNAs par digestion enzymatique
de F'ARNdb transcrit in vitro ont été réalisées; ces siRNAs, appelés esiRNAs pour
« endoribonuclease-prepared siRNA », sont générés par [|‘action enzymatique de
I’endoribonucléase RNase IlIl d’E. coli (Yang et al., 2002) ou du Dicer recombinant humain
(Kawasaki et al., 2003). Actuellement, les siRNAs sont plutot désignés et produits par des

industriels avec beaucoup plus d’efficacité, de stabilité et sans toxicité.

Le design des siRNAs synthétiques est un facteur crucial pour déterminer leur
efficacité a cibler ’ARNm. Chaque brin du siRNA est capable de se lier au complexe RISC,
uniguement le brin complémentaire de I’ARNm est capable de diriger ce complexe jusqu’a sa
cible pour entrainer sa dégradation (Stein, 2001). Le brin sens quant a lui peut provoquer une
diminution de I'efficacité de I'inactivation si c’est lui qui est majoritairement pris en charge
par le complexe RISC. De plus, tous les siRNAs potentiels dirigés contre un ARNm cible donné
n’ont pas la méme efficacité d’inactivation (Holen et al., 2002). L’inactivation non spécifique,
appelé « off target effect » se produit lorsque la région essentielle du siRNA « seed region »
est identique a celle d’'un autre ARNm qui n’est pas destiné a étre ciblé (Jackson et al., 2006).

Pour cette raison, les fabricants des SiRNA ont développé
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Figure 15 : Les trois modes de délivrance de ’ARNdb dans le nématode C. elegans : Feeding, injection
et soaking (Kim, 2001).
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plusieurs algorithmes permettant de choisir les séquences des siRNAs en fonction de
plusieurs critéres connus pour améliorer leurs potentiels d’inactivation :

(i) 'utilisation de duplex de 21 nts contenant un domaine central double brin de 19 nts et 2
nts sortants a l'extrémité 3’ de chaque brin (Elbashir et al., 2001) I'utilisation de 2'-
deoxythymidines pour ces deux nts sortants semble avoir une action protectrice contre les
exonucléases.

(i) la stabilité intrinséque des duplexes joue un role essentiel dans le mécanisme
d’inactivation ; en effet, pour empécher I'incorporation du brin sens dans le complexe RISC
et éviter I'effet « off target », il est nécessaire que cette stabilité soit plus faible du coté 5’
gue du coté 3’ du brin antisens (Hutvagner, 2001) (Figure 14). D’autre part, une faible stabilité
autour de la région centrale permet de faciliter le clivage de ’ARNm par I’activité slicer du
complexe RISC activé (Mmittal, 2004).

(iii) une base adénosine en position 3 et 19 du brin sens semble étre requise pour obtenir
une grande efficacité d’extinction et I'absence de base C ou G en position 19 du brin sens
favorise la sélection du brin antisens par le complexe RISC (Mittal, 2004).

Autant de critéres pour pallier aux contraintes structurales, thermodynamiques et/ou
d’hybridation croisée qui diminuent I'efficacité des siRNAs. Ainsi, apres |'étape de design, les
industriels choisissent 3 a 4 siRNA les plus intéressants pour les synthétiser afin de les valider

et les sélectionner en fonction de leurs effets.

[11.2. Les différents modes de délivrance des siRNAs

Plusieurs types de modes de délivrance sont apparus. Quel que soit le mode, I’ARN
doit se trouver sous forme de molécules d’ARNdb (de petite ou de grande taille) dans la
cellule pour permettre l'initiation du mécanisme, la production des siRNAs et |la dégradation
de I’ARNm cible.

(a) Soaking, feeding et bathing : le « soaking » est une méthode d’immersion

concerne uniquement C. elegans ; les larves sont immergés dans une solution concentrée
d’ARNdb synthétisés in vitro et identique au géne cible. L'effet de I'inactivation est ensuite
analysé sur la descendance (Tabara et al., 1998; Maeda et al., 2001) (Figure 15). Le « feeding »,
originellement développée chez C. elegans (Timmons and Fire, 1998; Hammell and Hannon, 2012),
est utilisée également chez les ciliés comme la Paramécie (Galvani and Sperling, 2002). Elle

consiste a alimenter C. elegans ou la paramécie par des
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(Adapté de http://www.bio-rad.com/en-gf/applications-technologies/instrument-based-transfection-

methods).
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bactéries E. Coli modifiées produisant de I'ARNdb contenant des séquences du gene cible.
Dans les deux méthodes, une fois dans le cytoplasme, I’ARNdb déclenchera le mécanisme
d’inactivation par la production des siRNAs qui vont détruire I’ARNm du gene en question. Le
feeding a montré une remarquable efficacité en particulier pour des analyses fonctionnelles
a grande échelle chez C. elegans (Figure 15). Comme le « soaking », la technique « bathing »
consiste a introduire des molécules d’ARNdb par simple contact avec les cellules en culture

de la drosophile (Caplen et al., 2000; Clemens et al., 2000).

(b) La transfection : on appelle transfection le processus de transfert d’acide

nucléique exogene dans les cellules eucaryotes en utilisant un agent de transfection ou
I’électroporation. La transfection par un transfectant concerne la délivrance des siRNAs
synthétiques et les constructions plasmidiques contenant un small hairpin RNA (shRNA). Un
shRNA est une duplication en tandem avec répétition inverse de 50 a 70 nts dont la
transcription conduit a la production d’un ARN pseudo double brin sous forme d’épingle a
cheveux qui sera clivé par Dicer en siRNA (Brummelkamp et al., 2002b; McCaffrey et al., 2002;
McManus et al., 2002; Xia et al., 2002; Yu et al., 2002). L'agent de transfection sert a enrobés I’ADN
ou I’ARN dans des nanoparticules (Gavrilov and Saltzman, 2012; Vorobyeva et al., 2015) (Figure 16)
qui protegeront et faciliteront leur passage a travers les membranes cellulaires (Li and Szoka,
2007). L’électroporation, concerne uniquement les constructions plasmidiques, consiste en
I'application de fortes impulsions électriques qui augmentent la perméabilité membranaire
et permettent de faire pénétrer le plasmide a I'intérieur de la cellule (Potter and Heller, 2003)
(Figure 17). L’électroporation permet la transfection de cellules primaires ou en suspension
et qui rencontrent des difficultés a étre transfectées par les agents de transfection. Cette
technigue peut conduire a I'établissement des clones stables si la construction plasmidique
s'intéegre dans le génome de la cellule sous I'effet d’'une pression sélective assurée par un
marqueur de sélection. Cependant, |'électroporation engendre un taux de mortalité
cellulaire assez fort. Contrairement aux shRNAs, l'introduction des siRNAs synthétiques ne

peut générer que des clones transitoires.

(c) La transduction : la transduction est un processus du transfert d’ADN entre deux

cellules via des particules virales. C'est particulierement les rétrovirus et les lentivirus qui

sont utilisés pour délivrer des shRNAs dans les cellules eucaryotes ou dans un organisme
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Des cellules hotes appropriées (telles que des cellules 293T) sont transfectées avec un mélange de
plasmides consistant en i) une cassette d'expression shRNA, ii) une cassette d'emballage et iii) une
cassette d'expression d'enveloppe virale hétérologue (VSV-G). Le lentivirus généré est ensuite utilisé
pour transduire le type de cellule désiré pour I'expression de shRNA. Parce que seul le vecteur contenant
la cassette d'expression shRNA (dépourvue des genes structurels viraux) s'intégre dans le génome de la
cellule héte dans les cellules transduites, 'ARNm est continuellement exprimé mais le virus infectieux
n'est pas produit (Manjunath et al., 2009).
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Figure 19 : Les différentes voies d’injection chez la souris.

Des particules virales modifiées contenant un shRNA ou des siRNAs synthétiques sont administrés soit
par injection systémique intra péritonéale ou intra nasale, soit par injection locale intra vasculaire,
intramusculaire ou intracérébral (Kim et al., 2009).
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entier comme la souris (Barton and Medzhitov, 2002; Brummelkamp et al., 2002a; Devroe and Silver,
2002). Cette méthode a médiation virale commence d’abord par la construction de deux
types de vecteurs : (i) les plasmides d’empaquetage contenant les génes nécessaires a
I’encapsidation du virus, (ii) le plasmide de transfert contenant le shRNA d'intérét, le signal
d'encapsidation et les deux LTR du virus. Ces plasmides seront par la suite introduits par co-
transfection transitoire dans des cellules hotes appropriées, telles que les cellules 293T, pour
la production des virions modifiées. Le surnageant produit est récolté pour étre déposé sur
les cellules cibles afin de les transduire et permettre ainsi I'intégration d’une facon stable de
I’ADN du shRNA dans le génome de la cellule et la production continuelle du shRNA qui va

sous exprimer le géne cible (Figure 18) (Manjunath et al., 2009).

(d) L’injection : c’est une méthode qui s’utilise particulierement chez C. elegans, la
drosophile ou la souris. Selon cette méthode, ’ARNdb synthétisé in vitro est injecté dans
I'intestin (semble étre le plus efficace) des jeunes vers hermaphrodites (Fire et al., 1998); la
diffusion de I'ARNdb injecté dans la plupart des cellules du ver, y compris la lignée
germinale, permet la transmission de ’ARNdb a la descendance sur laquelle le phénotype de
I'inactivation est détecté et étudié (Grishok, 2001; Grishok et al., 2005). Chez la drosophile,
I’ARNdb est délivré par micro-injection manuelle dans les embryons et les phénotypes
associés a linactivation seront étudiés chez I’adulte (Kennerdell and Carthew, 1998).
Contrairement a C. elegans et la drosophile, c’est des particules virales modifiées contenant
un shRNA ou des siRNAs synthétiques qui seront administrés par injection systémique (intra
péritonéale ou intra nasale) ou locale (intra vasculaire, intramusculaire ou intracérébral etc.)
dans la souris (Figure 19) (Kim et al., 2009). Des molécules protectrices, non toxiques et non
immunogenes de nature lipidiqgue ou peptidique sont associées aux duplexes siRNAs pour
faciliter leur délivrance dans les tissus et les cellules de I'animal tout en évitant le systéme
réticuloendothélial. Ces molécules sont de plus en plus employées aussi bien dans la
recherche académique que clinique (Li and Szoka, 2007; Kim et al., 2009; Gavrilov and Saltzman, 2012;

Vorobyeva et al., 2015).
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l1l.3. Les controdles et la quantification de |’effet des siRNAs

L'utilisation de controles constitue un outil d’analyse important permettant la validation de
la méthode d’inactivation. C’est une étape critique pour le succes de I'application qui veille a
établir la relation de cause a effet entre I'inactivation et le siRNA utilisé. Trois types de
contréles sont souvent réalisés : (i) le controle négatif permet de vérifier la spécificité de
I’effet des siRNAs en effectuant une expérience paralléle avec un contrdle qui ne cible aucun
transcrit cellulaire comme un siRNA scramble qui correspond aux mémes bases que le siRNA
mais dans un ordre aléatoire, ou un siRNA dirigé contre une séquence inexistante dans la
cellule ou I'organisme traité ; (ii) les controles positifs sont utilisés afin d’optimiser I'efficacité
de la transfection et permettent de contréler la délivrance du siRNA. Il s’agit en fait de cibler
des protéines résidentes hautement exprimées ayant un effet biologique facilement
mesurable ; (iii) le contréle de la transfection qui consiste a effectuer une expérience de

transfection contrdle sans siRNA.

Afin de quantifier I'inactivation par I’ARNi, il suffit de vérifier le niveau d’ARNm du
géne cible par RT-PCR ou northern-blot, ou le niveau d’expression de la protéine par
western-blot. De plus, pour vérifier 'efficacité de la transfection on peut utiliser un siRNA
marqué ou un gene rapporteur puis suivre les cellules inactivées par cytométrie en flux ou

microscopie a fluorescence pour calculer le taux de la transfection.

IV. Les cribles ARNi a grande échelle

Au cours de ces derniéres années, I'ARNi est devenu un outil de choix pour réaliser
des cribles a haut débit afin de caractériser simultanément la fonction de plusieurs genes
aussi bien dans des cellules en cultures que dans des organismes modeéles. En effet,
I'association de la technologie ARNi avec les données de séquences d'ADNc et/ou du
génome entier a permis de construire a I'échelle génomique des banques produisant de
petits ou de grands ARNs capables d’investiguer le role des génes a haut débit. Depuis
guelques années, |'effet le plus important a cet égard est sans doute la capacité d'effectuer
ce type de cribles a grande échelle sur des systemes mammiféeres (Echeverri and Perrimon, 2006).
Les cribles ARNi dans les cellules de mammiféres ont déja conduit a un grand nombre de

résultats avec d'importantes retombées dans le domaine de la recherche biomédicale,
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comme l'identification de nouveaux oncogenes ou de cibles potentielles pour le
développement de traitements thérapeutiques (Kim et al., 2007; Lee et al., 2014).
Cependant, |'application des cribles ARNi a grande échelle in vivo semble étre tres
compliquée a réaliser chez les mammiferes, telle que la souris, a cause du co(t et le temps

gu’un crible nécessite (Sharma and Rao, 2009).

IV.1 Le nématode C. elegans

Deux banques de bactéries « feeding » sont disponibles actuellement chez C.
elegans : « Ahringer » et « ORFeome », couvrent respectivement 86% et 55% des 20000
génes codants (Fraser et al., 2000; Gonczy et al., 2000; Reboul et al., 2003; Lamesch et al., 2004) et
fournissent ensemble pres de 94% de couverture génique (Kim et al., 2005). Les deux banques
contiennent des bactéries E. Coli hébergeant des plasmides recombinants dont les inserts
sont des exons ou des ORFs (open reading frame) entiers sous forme d’ADNc (Maeda et al.,
2001; Kamath and Ahringer, 2003). Les inserts de la banque « Ahringer », vérifiées par
séquencage, sont disponibles en ligne via la base de données CelRNAi et constituent une
ressource inestimable pour la communauté scientifique travaillant sur C. elegans

(http://biocompute.bmi.ac.cn/CelRNAi/index.php).

Les premiers cribles ARNi a I'échelle génomique ont été réalisés sur la souche
sauvage de C. elegans dans le but d’identifier des génes impliqués dans le développement ou
la morphologie ; pres de 1700 genes ont été identifiés dont les deux tiers étaient de fonction
inconnue (Fraser et al., 2000; Kamath et al., 2003). Dans le but d’augmenter le nombre de génes
associés a ces phénotypes spécifiques de développement et/ou de morphologie, ce type de
cribles a été répété en utilisant des souches hypersensibles a I'ARNi telles que la souche rrf-3
(Simmer et al., 2003). || est a souligner que les cribles synthétiques, utilisant un fond génétique
sensibilisé comme dans le cas du crible ENU (décrit dans le premier chapitre), sont souvent

associés a un taux assez important de faux positifs (Parry et al., 2007).

Pour de nombreux phénotypes, une simple inspection visuelle des vers traités par
ARNi n'est pas suffisante pour révéler le défaut du Knock-down. Pour cette raison, de
nombreux cribles ARNi a grande échelle ont été réalisés grace des analyses microscopiques

tres poussées apres l'utilisation d’un marquage spécifique des cellules (Lettre et al., 2004), d’un

Rayan ALWAN |Thése de doctorat Biologie Santé |Université de Limoges | 2017 Page 73



Rayan ALWAN |Thése de doctorat Biologie Santé |Université de Limoges | 2017 Page 74



géne rapporteur (Sonnichsen et al., 2005) ou des protéines fluorescentes. Cette derniére
approche a été appliquée avec succes a une gamme diversifiée de questions biologiques
comme le développement musculaire (Meissner et al., 2009). Ce crible réalisé par Meissner et
al., est particulierement intéressant puisque il a été congus pour identifier des génes
impliqués dans I'assemblage et la maintenance du sarcomere (l'unité de base des
myofibrilles des muscles striés) des muscles de C. elegans. Le crible a été effectué en
utilisant une banque « feeding » sur prés de 3600 génes identifiés par des approches
transcriptomiques comme étant exprimés dans le muscle. Le « feeding » a été effectué sur
des vers exprimant la myosine marquée a la GFP, ce qui a permis d'analyser I'organisation de
myofilaments en microscopie a fluorescence. 122 genes ont été identifiés comme étant
impliqués dans l'organisation correcte de myofilaments, dont 108 n'avaient aucun role

précédemment caractérisé dans la structure ou la fonction musculaire (Meissner et al., 2009).

La technique « feeding» montre généralement une efficacité d’inactivation
relativement moindre que celle de I'injection ou du « soaking », mais elle reste la technique
la plus adaptée aux cribles a haut débit en termes de rapidité et de facilité d’utilisation des
souches hypersensibles a ’ARNi. Il est a souligner que vu la quantité de travail que nécessite
la mise en place des cribles ARNi a grande échelle ainsi que I'annotation phénotypique chez
C. elegans, plusieurs tentatives d’automatisation basées essentiellement sur I'imagerie et la

cytométrie en flux ont pu avoir lieu (Dimitriadi et al., 2010; Gosai et al., 2010).

IV.2. La Drosophile

L'utilisation de I’ARNi comme outil chez la Drosophile a permis d'effectuer des cribles
a I'échelle du génome entier non seulement dans des cellules en culture in vitro mais aussi
dans des tissus spécifiques in vivo ; ceci grace a l'utilisation de banques d’ARNi concues et
générées d’une facon systématique (Venken and Bellen, 2014). Pour les cellules en culture, c’est
souvent des molécules d’ARNdb de 50 a 500 pb synthétisées in vitro qui sont introduit par
transfection ou par « bathing » (Ramadan et al., 2007; Steinbrink and Boutros, 2008). Par contre, les
études in vivo sont réalisées par transgénese. Les souches transgéniques ont été initialement
construites par lintroduction, via I'élément transposable P, de transgénes capables de
produire de longs ARNdb sous forme d’épingle a cheveux (Dietzl et al., 2007). Actuellement,

c’est des shRNAs introduits d’une facon dirigée dans les lignées transgéniques en utilisant
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Figure 20 : Expression inductible de ’ARNdb par le systeme UAS-GAL4.
La premiére souche exprimant le géne gal4 est obtenue par injection chez I'embryon d’un plasmide contenant le

géne gald sous le controle d’'un promoteur tissu spécifique. La protéine GAL4 exprimée ne devient efficace que si
elle se fixe sur une séquence UAS (Upstream Activation Sequence), région régulatrice de I’ADN qui fixe les facteurs
de transcription. Selon la méme méthode de transgénese, la deuxiéme souche contenant la séquence UAS est
créée, le transgéne comporte la séquence d’un shRNA en aval de la séquence UAS. Si on croise ces deux souches
transgéniques, les descendants vont avoir les deux transgénes mais le shRNA sera uniquement produit dans les
cellules ou les tissus exprimant GAL4 (Yamamoto-Hino and Goto, 2013).
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des vecteurs optimisés du systeme UAS-GAL4 résultant en une inactivation tissu spécifique

de n’importe quel tissu méme de la lignée germinale (Ni et al., 2011).

Le systeme UAS-GAL4 permet de diriger spécifiquement la production d’'un shRNA
dans un territoire donné ou a un moment donné. Le gene gal4, présent chez la levure, code
pour un facteur de transcription, GAL4, dont on a montré qu’il est fonctionnel lorsqu’il est
exprimé chez la Drosophile. Deux souches transgéniques sont nécessaires pour réaliser
I'inactivation. La premiére souche exprimant le géne gald est obtenue par injection chez
I’embryon dans la zone des cellules germinales d’un plasmide contenant le géne gal4 sous le
contréle d’un promoteur tissu spécifique. La protéine GAL4 exprimée ne devient efficace
que si elle se fixe sur une séquence UAS (Upstream Activation Sequence), région régulatrice
de I'ADN qui fixe les facteurs de transcription. Selon la méme méthode de transgéneése, la
deuxieme souche contenant la séquence UAS est créée, le transgene comporte la séquence
d’un shRNA en aval de la séquence UAS. Si on croise ces deux souches transgéniques, les
descendants vont avoir les deux transgénes mais le shRNA sera uniquement produit dans les

cellules ou les tissus exprimant GAL4 (Figure 20) (Brand and Perrimon, 1993).

Plus d'une centaine de cribles d’ARNi a haut débit sur des cellules en culture ont été
réalisés depuis que I'approche a été mise au point il y a plus de dix ans (Mohr et al., 2010). On
distingue deux catégories de cribles (i) ceux appelés « pooled screens » dans lesquels
I’ARNdb est introduit d’une fagon aléatoire dans des cellules en masse, les cellules montrant
des phénotypes aprés le traitement sont sélectionnées et les ARNdb responsables de ces
phénotypes sont ensuite identifiés par séquencage ou par PCR. (ii) Ceux appelés « arrayed
screens », pour lesquels les ARNdb sont introduits individuellement dans les puits d’une
plague 96 ou 384 qui constituent des banques d’ARNdb, les cellules inactivées sont ensuite
identifiées et analysées. Bien évidemment, le type de cellule idéal pour réaliser un crible
ARNi serait celui issu du tissu d'intérét ; toute fois les cellules S2 restent de loin les cellules
les plus utilisées pour les cribles ARNi a base de cellule chez la drosophile (Mohr et al., 2010).
Les collections des lignées construites pour ’ARNi in vivo a I'échelle du génome entier sont
disponibles a partir du « Transgenic RNAi project » dans les centres de stockages :
« Bloomington Drosophila Stock Centre », « Vienna Drosophila RNAi Center » et « National

Institute of Genetics ». Les ressources concernant les lignées et les phénotypes sont
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répertoriées en ligne dans « RNAi Stock Validation and Phenotype » (www.flyrnai.org/rsvp)

et dans la base de donnés FlyBase (Drysdale, 2008).

La capacité d’induire I'ARNi d’une facon spécifique dans des tissus et des stades de
développement spécifiques ouvre la porte a la réalisation des cribles non seulement sur des
embryons et des larves mais aussi sur des animaux adultes et méme lorsque le knockdown a
un stade précoce est associé a une létalité. En outre, |'utilisation des shRNAs plutét que de
longs ARNdb a permis d'obtenir un niveau important de sous expression des genes inactivés
aussi bien dans les cellules somatiques que germinales (Ni et al.,, 2011). Depuis quelques
années, les cribles ARNi a haut débit et in vivo chez la Drosophile sont focalisés sur
I'identification et I'étude des génes liés a des maladies humaines comme la perception de la
douleur, I'obésité, la fonction cardiaque, les infections bactériennes, I'auto renouvellement
des cellules souches neurales et les maladies neurologiques (Cronin et al., 2009; Neely et al., 2010;

Pospisilik et al., 2010; Fernandes and Rao, 2011; Neumuller et al., 2011).

Il ne faut pas oublier que la drosophile a été largement utilisée comme modéle pour
I'identification par ARNi des génes impliqués dans les processus biologiques fondamentaux.
Ces cribles ont pu identifier des génes impliqués dans la croissance (Boutros et al., 2004), la
régulation de la viabilité cellulaire (Boutros et al., 2004), la morphologie des cellules (Kiger et al.,
2003), la cytocinése (Eggert et al., 2004), les voies de signalisation comme Hedgehog (Lum et al.,
2003; Aikin et al., 2012) et Notch (Mummery-Widmer et al., 2009), la glycosylation (Yamamoto-Hino et
al., 2010), la suppression des tumeurs (Avet-Rochex et al., 2010) et le développement musculaire
(Bai et al., 2008; Schnorrer et al., 2010; Perkins et al., 2014). L’étude sur le muscle de Schnorrer et al.,
est particulierement intéressante de par son approche in vivo et le nombre de genes
analysés. Les auteurs ont en effet étudié les effets de la mise sous silence de facon stable et
muscle spécifique de 10461 genes dans 17759 lignées de drosophile construites selon le
systeme UAS-GAL4. lls ont ainsi pu établir une liste de 2785 genes jouant un réle dans le

développement musculaire, classés en sept catégories phénotypiques (Schnorrer et al., 2010).

IV.3. Les Mammiféeres

L'ARNi a révolutionné l'analyse fonctionnelle des genes dans les cellules de
mammiferes. Les cribles a I’échelle du génome entier basés sur I’ARNi peuvent étre réalisés

par transfection transitoire des siRNA ou par un knockdown stable avec des shRNA introduits
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dans les cellules via une construction plasmidique ou une infection par particules virales

modifiées (Hu and Luo, 2012).

Comme mentionné précédemment, ’ARNdb de grande taille déclenche souvent une
réponse immunitaire et une activation de la voie d’interféron dans les cellules de
mammiféres, entrainant ainsi une régulation négative et non spécifique de I'expression
protéique (Gantier and Williams, 2007). Par conséquent, les siRNAs sont devenus le principal
outil pour inactiver les genes par ARNi (Elbashir et al., 2001). De plus, la réalisation des cribles
ARNi a grande échelle in vivo semble étre tres fastidieux chez les mammiferes, a cause du
co(t qui peut générer et le temps qui nécessite (Sharma and Rao, 2009). Récemment, une
variante intéressante de ces cribles in vivo s’applique avec succés sur le modeéle murin ; ce
type d’étude commence par un criblage in vitro par shRNA sur des cellules en culture
tumorales qui seront transplantées par xénogreffe dans I'organe cible de la souris afin de
voir |'effet des génes inactivés sur la formation des métastases (Zender et al., 2008; Bric et al.,
2009; Zuber et al., 2011; Livshits and Lowe, 2013; Wuestefeld et al., 2013; Rudalska et al., 2014). Les cribles
ARNi chez les mammiferes ont commencé par l'identification des acteurs de I'apoptose dans
les cellules Hela en utilisant une banque de siRNAs synthétiques ciblant 510 génes humains
(Aza-Blanc et al.). La chimie combinatoire, utilisée pour générer les siRNAs synthétiques, a
facilité la réalisation d’une série de cribles a haut débit ou ciblés dans les cellules de
mammiféres en culture. Ainsi, de nombreux genes impliqués dans divers processus
biologiques ont été identifiés par ces cribles (Whitehurst et al., 2007; Brass et al., 2008; Krishnan et
al., 2008; Brass et al., 2009; Li, 2009; Chia, 2010; Houzet, 2011). Ces banques de siRNA synthétiques
sont disponibles auprés des industriels comme Ambion, Dharmacon, Qiagen, Sigma-Proligo,
etc. Pour limiter le colit de la production chimique des siRNAs dirigés contre le génome
entier, aussi bien des scientifiques que des industriels ont pu créer des banques de siRNA
préparées par digestion enzymatique (esiRNAs) (Yang et al., 2002; Kittler et al., 2007; Theis and
Buchholz, 2011). Toutefois, la transfection des siRNAs synthétiques et des esiRNAs était
souvent associée a des effets non spécifiques et/ou toxiques pour la cellule cible. De plus, de
nombreuses cellules de mammiferes en particulier les cellules primaires sont réfractaires a la
transfection par agents chimiques ou impulsions électriques. C'est pour cette raison, les

vecteurs viraux hébergeant des constructions shRNAs sont devenus I'outil alternatif vu leur
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efficacité pour introduire et produire des siRNA dans les cellules de mammiféres (Couto and

High, 2010).

De nombreuses banques de shRNA a |'échelle du génome entier ont été construites
pour inactiver les génes de I'homme et de la souris. Les banques shRNA sont plus
avantageux que celles de siRNAs parce que (i) elles peuvent étre criblées dans des pools, ce
qui réduit considérablement le colt du crible ; (ii) elles fournissent un knockdown du gene
stable et a long terme et peuvent donc révéler des changements phénotypiques lents dans
les cellules inactivées; et (iii) elles peuvent étre facilement adaptées pour des cribles in vivo
dans le modéle murin. Parmi ces banques shRNA, crées par des groupes de recherches ou
par des industriels, on trouve : « the Netherlands Cancer Institute » (Berns et al., 2004; Bernards
et al., 2006), « the RNAi consortium » (Moffat and Sabatini, 2006; Root et al., 2006), « the Hannon-
Elledge libraries » (Paddison et al., 2004; Silva et al., 2005; Chang et al., 2006) et « the System
Biosciences ». Ces banques se different entre elles au niveau de la taille et de la couverture
de la banque ainsi qu’au niveau de la conception de la séquence du shRNA. Une fois
introduites dans les cellules hotes, les constructions shRNA peuvent avoir une expression
constitutive ou inductible. Contrairement aux shRNAs constitutifs, ceux a expression
inductible fournissent un controle temporel et réversible de I'expression du shRNA, ce qui
permet I'étude fonctionnelle des genes essentiels dont le knockdown stable peut conduire a
une létalité. En raison de leur efficacité de délivrance élevée, les vecteurs rétroviraux,
lentiviraux et adénoviraux sont actuellement les plus utilisés pour introduire les shRNAs dans
les cellules cibles. Les vecteurs rétroviraux et lentiviraux sont utilisés essentiellement dans la
recherche fondamentale puisqu’ils peuvent fournir une inactivation génique stable grace a
I'intégration de la construction shRNA dans le génome de la cellule h6te (Cullen and Arndt,
2005). En revanche, les vecteurs adénoviraux sont beaucoup plus adaptés pour des
expériences in vivo ou pour des applications thérapeutiques vu que I’ADN viral modifié ne
s'intégre pas dans le génome et n'est pas reproduit pendant les divisions cellulaires (Grimm et

al., 2006).

La technologie ARNi a déja influencé les stratégies de traitement pharmacologique et
thérapeutique des maladies humaines. Des essais de traitement pharmacologiques sur de
nombreuses maladies comme le cancer, les maladies virales, les agents pathogenes

bactériens, l'inflammation, les maladies du systéme nerveux et d'autres sont en cours
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(Seyhan, 2011). Cette technologie permet de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents
de la maladie ce qui conduit a l'identification de nouveaux facteurs qui peuvent altérer la
maladie. Avec l'utilisation des banques ARNi sous différents formats, des cribles fonctionnels
et systématiques peuvent étre menés dans diverses pathologies pour interroger les
fonctions biologiques de génes, de voies spécifiques, voire du génome entier. L'identification
de ces nouveaux facteurs de la réponse cellulaire a la pathologie peut conduire a
I'identification de nouvelles cibles pour les médicaments, au développement d'approches de
traitement combinatoire ou encore a la mise en place des bio-marqueurs. La thérapeutique
par ’ARNi souléve de grands espoirs, approximativement 22 molécules de type siRNA/shRNA
ont atteint le test clinique pour le traitement d'au moins 16 maladies (Lares et al., 2010). A
I'instar d'autres produits thérapeutiques a base d'ARN, l'efficacité des médicaments par
siRNA repose sur 'optimisation de I'administration ciblée, de la stabilité et de la spécificité
du siRNA tout en minimisant sa toxicité et/ou sa dégradation hors cible (Peer and Lieberman,

2011; Burnett and Rossi, 2012).
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Figure 21 : Hiérarchie des facteurs impliqués dans la myogenése du muscle squelettique.

Les cellules progénitrices du muscle expriment Pax3 et Six1/4. Pax7 est un marqueur des cellules
progénitrices adultes ou cellules satellites. Ces quatre facteurs sont impliqués dans la détermination
précoce alors que Myf5 et MyoD sont nécessaires a l'initiation du programme myogénique. La
différenciation est réalisée a la fois par la myogénine et MRF4, et conduit a I’expression de la protéine de
structure myosine au cours de la maturation des fibres. MRF4, myogenic regulatory factor 4 ; MyoD,
myoblast determination protein 1 ; Myf5, myogenic factor 5 ; Pax3, paired box protein 3 ; Six, sine oculis

homeobox homolog protein (Bentzinger et al., 2012).
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PROJET DE THESE

Chez les mammiferes, le muscle squelettique joue un réle crucial dans le
mouvement, la respiration et le métabolisme. Une modification de cette fonction due a une
maladie, une blessure ou le vieillissement peut conduire a des altérations de la mobilité
et/ou de la durée de vie. La fonction musculaire correcte dépend de myofibres, qui sont des
cellules multinucléés formées pendant le développement, la croissance ou la régénération
musculaire par un processus appelé « myogenese ». La myogenése, processus hautement
conservé au cours de I'évolution et aboutissant a la formation des fibres musculaires
contractiles, est initiée par la détermination des précurseurs myogéniques embryonnaires en
myoblastes qui a leur tour commencent a proliférer au niveau des bourgeons des membres.
Ensuite, elles sortent du cycle cellulaire, fusionnent entre elles et se différencient en
myotubes (cellules allongées multinucléées). Ces myotubes subiront ensuite une étape de
maturation aboutissant a la formation des fibres musculaires contractiles. Des populations
de cellules quiescentes retrouvées a la périphérie des fibres musculaires, appelées cellules
satellites, sont capables de fusionner avec les fibres déja formées ou avec les fibres lésées

pour régénérer le muscle endommagé (Bentzinger et al., 2012) (Figure 21).

La croissance du muscle squelettique embryonnaire est la résultante d’un équilibre
entre les processus de prolifération et de différenciation. La prolifération, qui désigne les
divisions cellulaires par mitose des myoblastes, est régulée par de nombreux facteurs,
notamment les cyclines et les kinases cyclines-dépendantes (Cdks) (Tintignac et al., 2000). Les
myoblastes proliferent d’une fagon intensive une fois que leur migration jusqu’aux
bourgeons des membres est terminée. La diminution de la quantité des facteurs de
croissance conduit a la sortie du cycle cellulaire des myoblastes et a I'engagement dans la
voie de la différenciation. Cette sortie du cycle requiert la diminution d’expression des

cyclines et Cdks et 'augmentation d’expression de leurs inhibiteurs (Reynaud et al., 2000).

La différenciation musculaire, processus par lequel les myoblastes se spécialisent et

deviennent des myotubes, fait intervenir plusieurs acteurs représentés par :
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(i) Des facteurs de croissance : FGF (Fibroblast Growth Factor) et TGF (Transforming
Growth Factor) qui sont impliqués dans la régulation du développement

embryonnaire et le maintien de I'homéostasie tissulaire chez I'adulte

(i) Des facteurs de transcription spécifiques du muscle : les MRF (myogenic
regulatory factor) qui sont des facteurs de transcription a domaines bHLH : MyoD
(Davis et al., 1987; Tapscott and Weintraub, 1991), Myf5 (Braun et al., 1989), myogénine
(Wright et al., 1989), et MRF4 (Rhodes and Konieczny, 1989) (Figure21). lls vont activer la
transcription des genes muscles-spécifiques, favorisant la différenciation
musculaire de fagon spatio-temporelle (Punch et al., 2009; Londhe and Davie, 2011;

Kusakabe and Inoue, 2015).

(iii) Des facteurs MEF (Myocyte Enhancer Factor) : des transactivateurs portant un
domaine MADS (MCM1, Agamous, Deficiens, SRF) qui interagissent avec certains

MREFs sur leurs cibles transcriptionnelles (Molkentin et al., 1995).

Une fois sortis du cycle cellulaire, les myoblastes s’alignent, activent I'expression des
protéines contractiles comme la myosine et fusionnent en cellules multinucléées, les
myotubes (Figure 21). Le contact cellulaire entre les myoblastes est un facteur tres
important pour cette étape (Krauss et al., 2005). La fusion myoblastique nécessite un grand
nombre d’acteurs impliqués dans les remaniements cellulaires, les réarrangements
cytosquelettiques et membranaires, et qui interviennent durant la migration, la
reconnaissance et I'adhésion cellulaire (Schejter, 2016). Deux types de fusion myoblastique,
primaire et secondaire, existent dans le développement musculaire des mammiféres et se
distinguent par les protéines cellulaires impliquées (Kim et al., 2015). La fusion primaire permet
la fusion de deux myoblastes entre eux pour donner naissance a une cellule multinucléée
initiale qui se déroule au cours du développement embryonnaire ou de la régénération. La
fusion secondaire correspond a I’addition d’'un myoblaste avec un myotube déja formé ; elle
intervient durant les mémes processus que la fusion primaire, et elle est responsable de
I’hypertrophie et du maintien de l'intégrité des fibres musculaires tout au long de la vie
adulte (Abmayr and Pavlath, 2012; Schejter, 2016). Les myotubes ainsi formés subissent ensuite
une étape de maturation en fibres musculaires qui conduit a une spécialisation des cellules

vers leur future fonction contractile grace a I'assemblage du sarcomere porté par la protéine
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de structure myosine et a une croissance de la taille des myotubes ou des myofibres, en

réponse a des stimuli environnementaux (Schejter, 2016).

Bien que la myogenése ait été largement décrite, les mécanismes de régulation qui
régissent ce processus complexe sont encore mal connus, notamment les réseaux de génes
et les interactions potentielles entre les voies de signalisation impliquées. Ainsi, lors de ma
these, je me suis attachée a développer un outil basé sur I'ARNi pour identifier de nouveaux
génes impliqués dans la différenciation myogénique. En mettant en place un nouveau
protocole in vitro, basé sur la lignée myoblastique C2C12, 'utilisation des siRNA et |'analyse
guantitative d'images, j'ai pu réaliser un crible fonctionnel sur une centaine de genes
inconnus pour identifier des génes jouant un réle durant la myogenése. Par une analyse
phénotypique quantitative, j’ai pu montrer que six génes parmi les 100 sont impliqués a la
fois dans la prolifération et la différenciation des cellules C2C12 et 13 genes jouant un role

uniguement dans I'étape de différenciation.
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Figure 22 : Démarche expérimentale mise en oeuvre.

Les cellules C2C12 sont ensemencées sur des lamelles de 15mm (1,8 cm?) dans des plaques a 12 puits.
Apres 24 heures, le milieu de prolifération est remplacé par le milieu de différenciation (T=0h); les
cellules a 70 a 80% de confluence, sont transfectées par les siARNs a T= Oh et a T= 48h. A 96h de
différenciation le milieu est renouvelé et a 144h, les cellules sont récupérées pour I'immunomarquage.
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A. Culture cellulaire

Le modele cellulaire utilisé est la lignée murine myoblastique C2C12 issue de souris a
fond génétique C3H, et fournies en passage 2 par ATCC (American Type Culture Collection)

(Yaffe, 1968; Yaffe and Saxel, 1977).

Prolifération : C2C12 sont des cellules adhérentes qui sont ensemencées a raison de

5000 a 10000 cellule/cm2 dans un milieu de prolifération constitué de Dubelco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM), supplémenté de 10% (V/V) de sérum de veau fecetal (Eurobio,
Courtaboeuf, France), 50 Unités/ml de Pénicilline et 50 ug/ml de Streptomycine. Les cellules
sont incubées dans une étuve a 37°C a 5% de CO,. Le milieu est renouvelé toutes les 48
heures et les cellules sont repiquées lorsqu'elles atteignent 70% de confluence. Pour les
repiquer, les cellules sont lavées au DPBS (GiBCO,Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, 1X)
puis traitées a la trypsine (GIBCO, 2.5 %,10X) diluée 10 fois dans une solution de DPBS/EDTA
(0,5mM). Ensuite les cellules sont récupérées, centrifugées 5 minutes a 2500 rpm et
comptées sur cellule de Malassez avant d’étre réensemencées sur de nouvelles boites. Pour
le crible de 100 genes, les cellules sont ensemencées dans des plaques a 12 puits sur des
lamelles stériles de 15 mm de diametre dans 1 mL du milieu de prolifération alors que pour
les analyses d’expression par RT-PCR quantitative, les cellules sont ensemencées sur une
plaque & 6 puits dans 2 mL du milieu de prolifération (3.10* cellules/cm? par puits) (Figure

22).

Différenciation : La différenciation est induite lorsque les cellules C2C12 atteignent
80% de confluence, en remplacant le milieu de prolifération par le milieu de différenciation
constitué de DMEM supplémenté par 2 %(V/V) de sérum de cheval (GiBCO) complémenté
avec 50 Unités/ml de Pénicilline et 50 pug/ml de Streptomycine. Les cellules sont incubées

dans une étuve a 37°C a 5% de CO2 et le milieu est renouvelé toutes les 24 heures.

Congélation et décongélation : Lorsque les cellules atteignent 70% de confluence,
une trypsination est réalisée et les cellules sont comptées puis récupérées dans un volume
de milieu de congélation (5% DMSO, 95 % GM) adéquat pour une concentration cellulaire de
10° cellules/mL. Les cellules sont ensuite aliquotées en fraction de 1 mL dans des cryotubes

et sont stockées dans I'azote liquide ou a -80°C. Pour réutiliser ces stocks, les cellules sont
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décongelées a 37°C puis centrifugées (5 minute a 2500 rpm) et ensemencées sur une boite

100 mm dans 10 mL de milieu de prolifération.

B. Transfection

La transfection est réalisée en se basant sur le protocole proposé par le
fournisseur (HiperFect transfection Reagent Quick-Start Protocol). Pour optimiser la
transfection des cellules adhérentes comme C2C12, un mélange de transfection est réalisé
pour chaque transfection, il est constitué de 37.5 ng de siRNAs (Qiagen®) dilués dans 100 uL
de milieu de culture sans sérum (afin d’obtenir une concentration finale de 5 nM) et 3 uL de
I'agent de transfection «HiPerFect®» (HiPerFect® Transfection Reagent, Qiagen). Le mélange
est ensuite incubé 5 a 10 minute a température ambiante permettant la formation de
complexe de transfection, puis ajouté goutte a goutte aux cellules a transfecter et enfin
homogénéiser gentiment afin de s’assurer d’avoir une distribution uniforme du complexe

transfectant dans le milieu de culture (Figure 22).

Test d’efficacité de la transfection : afin de tester I'efficacité de la transfection, les
cellules C2C12 sont transfectées avec un siRNA killer (10uM Qiagen®) ciblant I'ARNm d'un
géne indispensable a la survie des cellules. Ce test a été réalisé sur 1,9.10" cellules (1.10*
cellules/cm2) au cours de la prolifération et 7.10* cellules (36.10° cellules/cm2) au cours de
la différenciation. Les cellules sont ensemencées dans des plaques a 24 puits puis
transfectées suivant le protocole décrit ci-dessus. Les cellules survivantes sont trypsinées et

comptées toutes les 24h pendant 3 jours.

Transfection réalisée pour le crible : Afin de faciliter les étapes d'immunomarquage
et les analyses microscopiques, les cellules C2C12 ont été ensemencées, sur des lamelles
stériles de 15 mm de diametre, dans des plaques a 12 puits a raison de 3.10* cellules/cm2
(120 000 cellules par puits) et dans 1 mL du milieu de prolifération. 24 heures apres, les
cellules, a 80% de confluence, sont mises en différenciation par changement de milieu. Les
cellules sont ensuite transfectées avec un siRNA dirigé contre un géne cible a l'aide de
I'agent de transfection HiPerFect. Pour chaque géne candidat, deux siRNAs différents sont
utilisés et pour chaque siRNA, trois répliquas techniques sont réalisés (Figure 22). Des

cellules non transfectées et des cellules transfectées par un siRNA dirigé contre un
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géne qui n’existe pas chez les souris (3’alexafluor647, QIAGEN, AATTCTCCGAACGTGTCACGT)
sont utilisées comme controles de I'expérience. Les transfections sont réalisées de facon
transitoire au deux temps de la différenciation des C2C12, la premiére au temps T= Oh et la
deuxieme au temps T= 48h. Le milieu de différenciation doit étre changé toutes les 48
heures, la différenciation est arrétée au temps T= 144h (Figure 18). Les cellules sont

incubées dans une étuve a 37°C et a 5% de CO, pendant toute |'expérience

Transfections réalisées pour les analyses par RT-PCRq: Les cellules sont

ensemencées sur une plaque 3 6 puits dans 2 mL du milieu de prolifération (3.10°
cellules/cm2 par puits). 24 heures apres, les cellules a 80% de confluence sont mises en
différenciation par changement de milieu et transfectées, pour chaque géne choisi, deux
siRNAs sont utilisées. Au temps T= 48h de différenciation, les plaques sont récupérées, les
cellules sont lavées 2 fois au PBS 1X et trypsinées. Les cellules sont ensuite centrifugées 5
minutes a 2500 rpm, récupérées en culot cellulaires et préparées pour I'extraction des ARN

totaux.

C. Immunomarquage et coloration des noyaux

Aprés 144 heures de différenciation, les cellules sont lavées, dans les puits, a trois
reprises au PBS 1X puis fixées au paraformaldéhyde 4% pendant 15 minutes a température
ambiante. Aprés trois lavages au PBS 1X, les cellules sont perméabilisées avec du tampon
HEPES Triton froid (20mM HEPES; 300mM sucrose; 50mM NaCl; 3mM Mgcl,; TritonX-100
0,5%; pH 7,4) durant 30 minutes a 4°C, puis lavées 3 fois au PBS 1X. Enfin, les cellules sont
incubées dans un milieu de saturation (PBS 1X, GS 10%, BSA 1%, TritonX-100 0,1%) pendant
1h a température ambiante et lavées au PBS 1X, BSA 0,2%. L’anticorps primaire anti-myosine
anti-MyHC (Monoclonal Anti-Myosine skeletal, Fast, Clone My-32, Mouse Ascities Fluid,
M4276, Sigma-Aldrich) dilué 400 fois dans PBS1X-BSA 1% est déposé a raison de 20 plL par
lamelle et incubé une nuit a I'obscurité a 4°C dans un endroit humide. 24 heures apres, 2
lavages au PBS 1X et 2 bains de 5 minutes au PBS 1X, BSA 0,2%, Tween20 0,1% sont réalisés
suivis d’une incubation avec I'anticorps secondaire (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG
(H+L Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Watham, MA) dilué 1000 fois dans du PBS1X-BSA
1%, pendant 15 minutes a 37°C a I'obscurité a raison de 20 uL par lamelle. 2 lavages au PBS

1X et 2 bains de 5 minutes au PBS 1X, BSA 0,2%, Tween20 0,1% sont réalisés et les noyaux
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sont marqués au DAPI (Img/ml a la dilution 1:1000 dans PBS 1X) pendant 5 minutes a
température ambiante. Les lamelles sont enfin lavées trois fois 5 minutes au PBS 1X et
placées a I'envers sur des lames (3 lamelles par lame) avec du milieu de montage (Mowiol 4-
88 9.6%, glycérol 12%, tris HCL pH 8.5 0,1 M), scellées avec du vernis a ongle et stockées a

4°C et a I'obscurité.

D. Microscopie a épi-fluorescence

Les cellules sont observées au microscope a fluorescence inverse (DMI6000 B Leica).
L'acquisition et le traitement des images sont réalisés a l'aide du logiciel Leica MM AF
Imaging System, powered by MetaMorph. Les cellules sont observées au grossissent 100X.
La quasi-totalité de la lamelle est prise en image grace a la technologie « platine scanning »
du microscope. 100 a 150 images sont acquises par lamelle afin de reconstruire une image
définitive de 'ensemble de la zone scannée. Pour détecter la fluorescence Alexa Fluor® 488
et DAPI, 2 longueur d’onde ont été choisies avec ajustement de temps d’exposition et
d’intensité lumineuse : pour DAPI (345nm-455nm), 50 ms le temps d’exposition et 150
I'intensité lumineuse; pour Alexa Fluor® 488 (499nm-519nm), 1000 ms le temps
d’exposition et 150 l'intensité lumineuse. Les images individuelles ainsi que I'image de

reconstruction sont sauvegardées sous format « .tif » pour la suite de I'analyse.

E. Analyse et traitement des images

Deux logiciels, Metamorph (Leica microsystems) et Imagel v1.49 (Wayne Rasband,
national institues of health, USA), sont utilisés pour traiter les images de reconstruction et

quantifier les deux types de fluorescence (Alexa Fluor® 488 et DAPI).

1- Quantification de I’aire de la fluorescence

Les aires de fluorescence Alexa Fluor® 488 et DAPI sont quantifiées par le logiciel
Metamorph. Aprés élimination du bruit de fond de l'image par correction statistique
Moyenne et coloration de l'intérieur des myotubes ou des noyaux, I'aire contenant la
fluorescence ainsi que son pourcentage par rapport a la zone scannée ont été calculés. Le

pourcentage de |'aire de fluorescence de Alexa Fluor® 488 représente donc la surface de
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I'image occupée par les myotubes alors que le pourcentage de I'aire de fluorescence de DAPI

représente la surface de I'image occupée par les noyaux.

2- Indice de fusion

L’indice de fusion correspond au rapport du nombre de noyaux dans les myotubes
sur le nombre total de noyaux, multiplié par 100. C'est le logiciel Imagel) v1.49 qui a été
utilisé pour dénombrer d’une fagon semi-automatique aussi bien le nombre total des noyaux
gue le nombre de noyaux dans les myotubes. Cette analyse a été réalisée sur une section

des images de reconstruction DAPI et Alexa Fluor® 488 selon le protocole suivant :

Sur I'image DAPI :
— Ajustement automatique de la luminosité et du contraste,

— Réglage du seuil (threshold) par la méthode Li (Minimum Cross Entropy thresholding
method),

— Réalisation d’un masque binaire,

— Séparation des noyaux collés par watershed,

— Dénombrement des noyaux sur toute la zone de I'image.
Sur I'image Alexa Fluor® 488 :

— Ajustement automatique de la luminosité et du contraste et réglage du seuil de la
méme fagon que pour I'image DAPI,

— Construction d’un filtre médian (taille de pixel = 3),

— Réalisation d’'un nouveau masque aussi bien sur I'image Alexa Fluor® 488 que I'image
DAPI,

— Combinaison des deux masques,
— Comptage des noyaux dans les myotubes

L'indice de fusion est calculé suivant la formule suivante :

nb noyaux dans les myotubesx100

nb totaux noyaux

3- Détermination de la longueur et de la largeur des Myotubes

Les dimensions des myotubes sont calculées en utilisant le logiciel ImageJ sur les
images de reconstruction Alexa Fluor® 488. Elles sont calculées pour 30 myotubes dispersés
sur 15 champs différents de chaque image. La longueur du myotube est déterminée par la

mesure de la distance entre les deux extrémités distales du myotubes alors que la largeur est
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Longueur

Largeur

Figure 23 : Calcul de la taille des myotubes.

La longueur et la largeur des myotubes sont déterminées d’une fagon semi-automatique sur les images
de reconstruction Alexa Fluor® 488 en utilisant le logiciel ImagelJ et en dessinant deux lignes droites entre
les extrémités distales et proximales de chaque myotube.
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déterminée par la mesure de la distance entre les extrémités proximales du myotube (Figure

23).

F. Test statistique

A la fin de I'analyse de chaque parametre cité ci-dessus (Alexa Fluor® 488, DAPI,
dimensions de myotubes et indice de fusion), nous obtenons pour chaque inactivation par
un siRNA, 3 valeurs correspondantes au 3 réplicas techniques réalisés. La valeur moyenne de
ces 3 valeurs est calculée et comparée a la valeur moyenne obtenue a partir des contréles
correspondants. Les comparaisons sont effectuées par le test de Student et les correction
sont réalisées par la méthode des contrastes de Dunnett (Dunnett, 1955). Ces tests ont été
réalisés par le logiciel R (Team, 2011). Le test de significativité est déterminé selon les P-value

suivantes : *** p<0,001 ; ** p<0,01 ; * p<0,05.

G. Vérification de I’extinction par RT-PCR quantitative

Pour vérifier si les ARNm des genes inactivés ont bien diminués apres I'extinction par
les siRNAs, ces ARNm ont été quantifiés par RT-PCRq. Cette vérification a été uniquement
réalisée sur 13 geénes. Pour ce faire, une deuxieme série d’inactivation de ces 13 génes par

les siRNAs correspondants a été effectuée.

1- Extraction, dosage et rétrotranscription des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits a partir des culots cellulaires en utilisant le Kit RNeasy
Mini Kit (Qiagen) et en appliquant le protocole fourni par Qiagen. La concentration des ARN
est déterminée par dosage au NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA). 2 ug
d’ARN totaux sont retro-transcrits en ADN complémentaire par le kit Hight capacity cDNA
reverse transcription (Applied Biosystem) et 'enzyme Multiscribe™ Reverse Transcriptase
(25U par 50 pL) selon le programme suivant : 10 minutes a 25°C suivie de 2 heures a 37°C, 5

minutes a 85°C et 10 min a 4°C.
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M Référence de la sonde

Dhx38 MmO00617713_m1l
Set Mm04243941_g1l
Smarcc? Mm01159912 m1l
Srsf4 Mm00491080_m1
Taok1l MmO00522816_m1
Tmem205 Mm00724248 _m1
Yipf7 MmO00470162_m1
Otud4 Mm01248651_m1
Pnol MmO0481372 m1l
Pola2 Mm00447142_m1
Prpfé MmO00467081_m1
Rbm28 Mm00513597_m1
Rpl11 MmO01613214 g1

Tableau 2 : Liste des sondes Tagman utilisées pour quantifier par

PCRq les transcrits des génes analysés.
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2- PCR quantitative (PCRq)

Les PCRq ont été réalisées en utilisant la technologie Tagman (Tagman Gene
Expression Master Mix Applied biosystems) selon le protocole d’Applied biosystems dans
Quant studio 3 (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) ou 7900 HT (Applied
Biosystems by Thermo Fisher Scientific). 2 ng d’ADNc ont été utilisés pour chaque gqPCR. Deux
génes références ont été utilisés : GAPDH (Glyséraldehyde-3-phosphatase déshydrogénase
Mm99999915 g1, Applied Biosystems) et 82-M (B62- microglobuline Mm 00437762_m1,
Applied Biosystems). L'ensemble des sondes Tagman utilisées sont représentées dans le
Tableau 2. L’analyse a été effectuée grace aux systemes QuantStudio® Design and Analysis
Software version 1.1 et SDS 2.3 et qui permet de suivre en temps réel le niveau d’expression

des ARNm des genes cibles.

H. Gene Ontology

L’analyse « gene ontology » a été réalisée en utilisant « le systeme de classification
PANTHERE » et en suivant les instructions fournies par le site www.pantherdb.org (Mi et al.,
2013). La liste de 100 génes a été analysée par « PANTHER Overrepresentation Test » (version
du 15-07-2016) en utilisant la banque de données « GO Ontology database » (version 22-06-
2015-06) et tous les génes de la souris (Mus Musculus database) comme une liste référence.
L'ensemble de génes a été annoté par « GO molecular function complete », « GO cellular
component complete » et « GO biological process complete ». Uniquement les résultats avec

une surreprésentation significative (P-value < 0.001) sont présentés sur les histogrammes.
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RESULTATS
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Avant de présenter mes résultats, il est nécessaire de décrire le chemin suivi durant
mon travail afin de clarifier et de comprendre la nécessité et I'intérét de chaque étape
réalisée. En premier lieu, je présenterai la stratégie adoptée et en second lieu, je détaillerai

les phénotypes d’inactivation observés et leurs analyses.

I. Stratégie adoptée

Mon but était de mettre en place un crible fonctionnel afin d'identifier de nouveaux
génes impliqués dans la myogeneése. La démarche suivie pour la réalisation de ce crible est

basée sur 5 points essentiels :

Quel est le modele cellulaire adéquat ?

Quels sont les génes a inactiver ?

Comment inactiver ces genes ?

Quels sont les phénotypes a suivre et comment ?

Comment analyser les phénotypes pour classer et sélectionner les genes ?

1- Quel est le modele cellulaire adéquat ?

Plusieurs étapes sont nécessaires au déroulement de la myogenése, ce qui en fait un
processus complexe avec des acteurs multiples et divers. Les cribles a grande échelle pour
identifier de nouveaux genes ayant un réle au cours du développement musculaire ont été
réalisés in vivo sur des organismes modeles invertébrés comme la drosophile et c. elegans.
Ce type de crible semble étre difficile a appliquer chez les mammiferes. Pour ce faire, nous
avons décidé d’utiliser un modele cellulaire tel que les cellules primaires ou les lignées
cellulaires. Vu les difficultés associées a I'introduction des acides nucléiques dans les cellules
primaires, nous avons choisi d’utiliser une lignée cellulaire. Plusieurs lignées pourraient étre
utilisées telles que les lignées de rat L6 et L8 (Yaffe, 1969; Yaffe and Saxel, 1977) ou les lignées
myobalstiques murines comme C2.7 (Pinset et al., 1988), MM 14 (Linkhart et al., 1980) ou C2C12.
C2C12 est la lignée la plus employée pour étudier le muscle, il s’agit d’un sous-clone dérivé
de la lignée originelle C2, isolée a partir de muscle de cuisse de souris C3H agées de deux
mois (Yaffe, 1968; Yaffe and Saxel, 1977). Elles correspondent a des cellules satellites du muscle,
qui in vivo sont impliquées dans la régénération musculaire. La prolifération et la

différenciation des myoblastes C2C12 in vitro peuvent facilement récapituler les différentes
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Figure 24 : Schéma descriptif des différents filtres utilisés pour établir la liste finale des 100 genes.
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Figure 25 : L’analyse des génes candidats par

« gene ontology » (GO).

L'ensemble de genes a été annoté par « GO
cellular component complete » (A), « GO
molecular function complete » (B), et « GO
biological process complete » (C). Uniquement
les résultats avec une surreprésentation
significative (P-value < 0.001) sont présentés.
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étapes du processus de myogeneése in vivo. En effet, leurs comportements en terme de
signalisation et de réponse transcriptionnelle sont assez proches de ceux de myoblastes
primaires (Cornelison, 2008). Elles sont donc largement utilisées pour disséquer les mécanismes
moléculaires sous-jacents la différenciation musculaire. Ces caractéristiques associées a leur
facilité de culture et de transfection font de cette lignée un modéle de choix pour
I'identification de nouveaux génes jouant un rble durant la myogenese. Pour faciliter les
expériences d'Immunomarquage et d’observation microscopique qui suivent les étapes de
culture cellulaire et d’inactivation génique, les cellules C2C12 ont été cultivées sur des
lamelles mises au fond des puits des plaques de culture. L'adhérence de C2C12 sur ces
lamelles a été testée a partir des stocks de cellules ayant différents passages. Le test a
montré que les cellules restent adhérées sur les lamelles jusqu’a la fin de I’expérience si leur

age ne dépasse pas le passage 6.

2- Quels sont les genes a inactiver ?

Plusieurs études d’identification de genes impliquées dans le développement
musculaire ont été réalisées chez plusieurs organismes modeéles. L'étude réalisée par
Schnorrer et al. semble étre la plus compléte, les auteurs ont pu mettre en évidence
I'implication de 2785 genes dans le développement musculaire de la drosophile parmi 10461
geénes inactivés (Schnorrer et al., 2010). L’établissement de notre liste de genes candidats est

basé sur la démarche suivante :

(i) en premier lieu, nous avons cherché les orthologues murins des 2785 genes de la
drosophile. Les protéines issues des 2785 genes ont été récupérées et comparées au
protéome de la souris (version NCBIM37.65). Les genes codant pour les protéines présentant
le score d’alignement (hit) le plus haut ont été récupérés. Ceci nous a permis d’avoir une

liste de 2425 génes,

(ii) ce grand nombre de genes contient vraisemblablement des génes qui ne sont pas
impliqués dans le développement musculaire vu la distance évolutive qui existe entre la

drosophile et la souris.

Pour résoudre ce probleme et se rapprocher plus de la souris, cette liste a été
affinée : (i) nous avons récupéré deux listes de genes obtenues dans des études de

transcriptomique et de protéomique réalisées sur des cellules C2C12 en cours de
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1110008P14Rik Ermpl Nsmce2 Rnpsl Tagln2
Actléa Fam136a Nsund Rplil Taokl
Adsl Fiplll Nudt21 Rpl12 Theld23
Brixl Greel0 Nvl Rplp0 Thoct
cct? H2afw Osbp2 RsLid1l Tmem205
Ctpsl Ints5 Otudd Rufy3 Top2a
Ctul Klhiz4 Pabpcd Sap130 Trappe2l
D10Wsu52e Mednl Phf14 Sass6 Tsrl
Deakd Mplkip Phldb2 Sehil U2surp
Ddx18 Mrtod Pnol Set Ufel
Ddx23 Mstn Pola2 Sf3a3 Usp39
Ddx47 Myh? Prim2 Sf3b3 Utpl5
Dhx38 Naal0o Prpfab Sf3b5 Vars
Dna2 Necaph Prpfé Sfpg vipas39
Dnajcl9 Nhp2 psmal Slc7abos Wdr18
Dnajc2 Nip7 Pwpl Smarcc2 Wdra3
Dph5 Nmt2 Rars Srpr Wdrag
Ebnalbp2 Nolg Rbm28 Srsfd Yipf7
Eeflb2 Nopl0 Reel Srsf7 Zfp276
Eftud2 Nop2 Rnf20 Swil Zfp322a

Tableau 3 : Liste des 100 genes présélectionnés pour le crible.
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différenciation (Tomczak et al., 2004; Kislinger et al., 2005). Ces deux études ont identifié
respectivement 1806 et 1259 génes (1880 protéines) (Figure 24). (ii) Pour avoir dans notre
liste que des genes de fonction inconnue, nous avons cherché a éliminer a partir de ces deux
listes, les genes avec fonction attribuée ou avec phénotype associé. C'est grace a I'outil
« Batch Query » du site officiel du génome de la souris (MGI, Mouse Genome Informatics,

http://www.informatics.jax.org/), que nous avons pu réaliser cette élimination. Cette

analyse a permis d’avoir respectivement 1052 genes et 1046 genes sans fonction et sans
phénotype associé a partir des données protéomique et transcriptomique (Figure 24). (iii) La
comparaison de ces deux listes de genes, en gardant uniquement les génes communs, a
permis de sélectionner une liste de 312 genes. (iv) Le croisement de cette liste de genes avec
celle de 2425 orthologues murins (en gardant que les génes communs) nous a permis
d’établir notre liste finale qui contient désormais 176 genes (Figure 24). Ces geénes
présentent les propriétés suivantes : leur expression varie au cours de la différenciation des
C2C12 et leurs orthologues chez la drosophile sont nécessaires au développement
musculaire. Ces 176 genes ont été sélectionnés pour la réalisation du crible. Au cours de ma
thése j'ai pu inactiver et cribler une centaine de génes parmi cette liste définitive (Figure 24
Et Tableau 3). Dans la suite de la présentation des résultats, nous avons fait le choix de
nommer les génes de G1 a G100.

Analyse par gene ontology (GO): Dans le but d’avoir une idée concernant les
fonctions putatives des 100 genes présélectionnés pour le crible, une analyse préliminaire
par I'annotation fonctionnelle issue de I'ontologie (GO) a été réalisée. L'analyse des termes
de « GO cellular component » a révélé que notre liste est enrichie en termes comme
« nuclear part », « nuclear lumen » et « nucleolus » (Figure 25A). Les termes «GO molecular
function » les plus surreprésentés dans notre liste sont ceux qui sont liés a « RNA binding »
and « RNA helicase activity » (Figure 25B). Enfin notre liste est enrichie, concernant les
termes « GO biological proces », en ceux liés aux termes comme « RNA », « ribosome » et
« splicing » (Figure 25C). Cette analyse préliminaire montre que notre liste a été enrichie en

termes GO en relation avec la synthese des ARNs.

3- Quel est I'outil d’inactivation a utiliser?

L’ARNi est I'outil de choix pour faire de la génomique fonctionnelle ou pour sélectionner des

génes dans les cribles a haut débit. Pour notre modeéle, la lignée C2C12, I'extinction génique
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Figure 26 : L'efficacité de la délivrance des siRNAs dans les cellules C2C12.
Pour tester |'efficacité de la délivrance, un siRNA Killer a été transfecté dans les cellules C2C12 aussi bien

au cours de la prolifération que la différenciation. Les cellules survivantes sont récupérées et comptées
aprés 24, 48 et 72 heures. Les résultats montrent qu’au cours de la prolifération (A) le nombre des
cellules survivantes a diminué de 70 a 95% par rapport aux controles. Les cellules en différenciation (B)
montrent une diminution d’environ 45 a 60% de nombre de cellules survivantes par rapport aux
controles.
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Figure 27 : La quantité relative des transcrits G36, G48 et G18 apreés inactivation.
L'efficacité de I'extinction génique par les siRNAs a été vérifiée par RT-PCRq sur des cellules en
différenciation, inactivées pour les génes G36, G48 et G18. Aprées extraction d’ARNs totaux et

retrotranscription, les ARNm de ces genes ont été quantifiés dans les cellules inactivées et les controles
par PCRq en utilisant la technologie Tagman. Les trois génes ont montré une diminution significative du
niveau d’expression de leur ARNm avec les 2 siRNAs. (Test de t : *** p<0,001 ; ** p<0,01 ; * p<0,05).
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par ARNi peut étre réalisé par I'introduction des vecteurs viraux ou plasmidiques mais aussi

par la transfection directe et transitoire des duplexes de siRNAs. C’est cette méthode qui a

été adoptée et utilisée pour notre crible.

Avant de se lancer dans l'inactivation des 100 genes présélectionnés précédemment,

il a fallu vérifier trois parametres :

a_

L'efficacité de la délivrance des siRNAs dans les cellules C2C12: Pour tester
I’efficacité de la délivrance, un siRNA particulier capable de tuer les cellules C2C12
(siRNA Killer, AllIS tars Mm Cell Death control siRNA, Qiagen) a été transfecté, en
utilisant I'agent de transfection Hiperfect, dans les cellules C2C12 aussi bien au cours
de la prolifération que la différenciation. Les cellules survivantes sont récupérées et
comptées apreés 24, 48 et 72 heures de culture en présence du siRNA killer. Les
résultats montrent qu’au cours de la prolifération le nombre des cellules survivantes
a diminué de 70 a 95% par rapport aux contrbles (Figure 26A). De méme, pour les
cellules au cours de la différenciation, on note une diminution d’environ 45 a 60% de
nombre de cellules survivantes par rapport aux controles (Figure 26B). D’apreés le test
statistique utilisé, ces variations sont significatives. A l'issu de ces expériences, nous
pouvons en déduire que les siRNAs ainsi que I'agent de transfection utilisés semblent
étre bien efficaces dans les cellules C2C12 et donc pourront étre utilisés pour réaliser

I'inactivation des génes candidats de notre crible.

L'efficacité de I'extinction génique par les siRNAs : Il est nécessaire de vérifier aprés
I’extinction de chaque gene candidat la diminution de son ARNm. Vu que le nombre
de génes inactivés est tres grand, uniquement I'extinction de 13 génes a été vérifiée
par RT-PCRq (figure 29). Ces genes ont été inactivés par 2 siRNAs différents au cours
de la différenciation. Apres extraction d’ARNs totaux et retrotranscription, les ARNm
de ces 13 génes ont été quantifiés dans les cellules inactivées et les contréles par
PCRq en utilisant la technologie Tagman. 9 génes ont montré une diminution
significative du niveau d’expression de leur ARNm avec les 2 siRNAs (G25, G36, G95,
G20, G18, G88, G32, G48, G52) (Figure 27) ; 3 génes ont montré une diminution de
leur ARNm uniquement avec un des deux siRNAs utilisés (G51, G38, G84) ; et un seul
géne (G50) a montré des résultats de quantification incohérents puisque le niveau de

son ARNm semble augmenter apres I'inactivation par les deux siRNAs. Ces résultats
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Figure 28 : Sites de fixation des siRNAs choisis sur les ARNm des génes G63 et G32.

A : pour le géne G32 : les 3 siRNAs proposées par Qiagen se fixent sur la partie 3° UTR du transcrit. Les 2
siRNAs utilisées dans notre étude sont entourés en rouge.

B : pour le géne G63 : les 4 siRNAs proposés par Qiagen se fixent sur la phase codante du transcrit.
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montrent pour 12 génes sur les 13 analysés que les siRNAs utilisés sont capables de

diminuer par dégradation la quantité des ARNm des genes cibles.

c- La durée de [linactivation: D’aprés le fournisseur (Qiagen), I'efficacité de
I'inactivation par les siRNAs est estimée maximale entre 6 et 72h apres transfection.
Pour notre crible, nous voulons étudier le Knockdown des geénes candidats pendant
six jours de différenciation des cellules C2C12. C’'est pour cette raison, nous avons
choisis de transfecter les siRNAs deux fois au cours de la différenciation : la premiére
transfection est effectuée au moment d’induire la différenciation et la deuxieme
transfection 48h plus tard ; de cette facon, les cellules seront en contact avec le

siRNA pendant 96 heures (Figure 22).

Chaque gene candidat a été inactivé par deux siRNAs différents en trois réplicas techniques.
La majorité des siRNAs utilisés dans le crible, cible la région codante des ARNm des génes
candidats (Figure 28A); toutefois, pour des raisons de spécificité, des siRNAs dirigés contre
les parties 3’UTR des ARNm de quelques génes sont utilisés (Figure 28B). Les 100 genes ont
été inactivés par groupe de 10 génes en 10 expériences distinctes avec chaque fois les
controles suivants : des cellules non transfectées et des cellules transfectées par un siRNA

dirigé contre un gene qui n’existe pas chez les souris.

4- Quel sont les phénotypes a suivre et comment ?

Pour détecter les éventuels phénotypes aprés le knockdown des génes candidats par
les siRNAs, il nous faut deux types de marqueurs spécifiques des deux étapes de croissance
des cellules C2C12: la prolifération et la différenciation. Ces marqueurs doivent nous
permettre d’abord de visualiser les phénotypes et ensuite de les quantifier, les analyser et

les comparer aux contréles.

L'utilisation du colorant spécifique de I’ADN, le DAPI, montre une trés bonne
efficacité de marquage sur les cellules C2C12. Avec cet intercalant d’ADN, nous allons
pouvoir quantifier la surface occupée par les noyaux et les dénombrer aussi bien dans les
cellules prolifératives mononuclées que dans les cellules différenciées multinucléés
(myotubes). Ce marqueur nous permettra de mettre en évidence apres le knockdown des
génes candidats impliqués dans I'étape de prolifération, des anomalies relatives a la division

cellulaire durant cette étape.
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Figure 29 : schéma montrant la reconstruction de la grande image.

La quantification de la surface occupée par chague marqueur (DAPI et myosine) a été réalisée sur une
grande image de reconstruction (1 cm?) contenant 100 & 150 images individuelles adjacentes qui
couvrent la totalité de la zone scannée et prise en photo.
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Le deuxieme marqueur doit étre spécifique de I'étape de la différenciation des
cellules C2C12 et capable de visualiser des phénotypes liés a la quantité, la taille et/ou la
forme des myotubes. Les protéines qui s’expriment et s’accumulent dans les myotubes
matures, telles que la myosine ou la tropomyosine, pourraient jouer ce rble et étre
visualisées et quantifiées par étiquetage a une protéine fluorescente comme la GFP (green
fluorescent protein). Des constructions de lignées stables de C2C12, modifiées dans I'un des
geénes codant pour la myosine ou la tropomyosine, ont été tentées au laboratoire. En effet,
nous avons voulu remplacer par recombinaison homologue le géne endogéne par une
construction plasmidique dont le gene codant pour la GFP a été introduit en phase du coté 3’
du géne en question. L'étiquetage de la myosine a la GFP par cette méthode était
difficilement réalisable vu que cette protéine est codée par plusieurs genes groupés en
cluster sur le génome des cellules C2C12. Toutefois, plusieurs tentatives de construction de
telles lignées stables hébergeant la tropomyosine marquée a la GFP ont échoués a cause des
difficultés rencontrées et qui sont certainement liées a l'intégration des transgénes par
recombinaison homologue dans cette lignée. Pour remédier a ce probléeme, nous avons eu
I'idée de remplacer I'étiquetage a la GFP par I'immunmarquage en utilisant un anticorps
anti-myosine pour visualiser et quantifier la surface occupée par la myosine durant I'étape
de différenciation. La quantification de cette surface dans les cellules C2C12 différenciées

peut nous renseigner sur la quantité, la taille et la forme des myotubes.

Pour visualiser ces deux marqueurs (DAPI et myosine), les cellules C2C12 apres six
jours de différenciation et inactivation par les siRNAs, sont récupérées pour un
immunmarquage par I'anticorps anti-myosine et pour une coloration au DAPI. Ces cellules
sont par la suite observées et imagées par microscopie a épi fluorescence. La quantification
de la surface occupée par chaque marqueur a été réalisée sur une grande image de
reconstruction contenant 100 a 150 images individuelles adjacentes qui couvrent la totalité
de la zone scannée et prise en photo (Figure 29). Les données quantitatives obtenues dans

les cellules inactivées sont comparées a celles obtenues dans les controles.

Le pourcentage de l'aire de fluorescence DAPI par rapport a la surface totale de la
grande image, reflete le nombre de noyaux et par conséquent la densité cellulaire. La
variation significative de ce pourcentage par rapport a celui obtenu dans les cellules

contréles indique que I'étape de prolifération a été affectée dans les cellules inactivées pour
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100

Sans phénotype: 5

et Avec phénotype: 95

Critéres phénotypiques

Quantité de Dimensions et
Densité cellulaire Indice de fusion morphologie des
myotube
myotubes

Phénotypes différents entre
les 2 siARNs (elimination)

Phénotypes similaires entre
les 2 siARNs

Phénotype différent entre les
2 siARNs pour au moins un
critere
phénotypique(élimination)

Phénotype similaire entre les
2 siARNs pour un, deux ou
trois critéres phénotypiques

Augmentation

17 14 10 15

5 . Prolifération et
Phénotypes observés durant s .. Différentiation: 13
différentiation : 6

Tableau 4 : Les étapes de la classification des génes selon les critéres phénotypiques considérés.

L'analyse phénotypique et la classification des 100 génes candidats ont été réalisées selon les
phénotypes observés avec chacun des deux siRNAs utilisés et en fonction des critéres phénotypiques : «
densité cellulaire », « quantité de myotubes », « dimensions et morphologie des myotubes » et « indice
de fusion ». Trois étapes ont été effectuées : (i) éliminer tous les génes dont 'inactivation par les deux
siRNAs ne montre aucun phénotype ; (ii) analyser le reste des genes en quatre groupes de génes en
fonction des quatre critéres phénotypiques puis exclure dans chaque groupe les génes pour lesquels
I'inactivation par les deux siRNAs ne montre pas le méme phénotype ; (iii) regrouper les différents génes
restants dans les quatre groupes (en excluant ceux qui sont dupliqués) en deux ensembles de génes
selon qu’ils sont impliqués dans la prolifération ou la différenciation.
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les génes candidats impliqués dans cette étape. Le pourcentage de I'aire de fluorescence de
I"anticorps anti-myosine par rapport a la surface totale de I'image de reconstruction refléte
la quantité de myotube dans la zone scannée. Les dimensions et la morphologie de ces
myotubes ont été aussi étudiées sur la grande image par détermination de la longueur et la
largeur de plusieurs myotubes (Figure 23). La superposition des images anti-myosine et DAPI
nous a permis de déterminer le nombre de noyaux dans les myotubes et donc de calculer
I'indice de fusion. La variation significative de I'un ou de plusieurs de ces trois parametres
par rapport a ceux obtenus dans les cellules contrdles indique que la fusion cellulaire et/ou
la maturation des myotubes ont été affectées au cours de I'étape de différenciation des

cellules inactivées pour les genes candidats.

Les pourcentages des aires de fluorescence (DAPI et myosine), I'indice de fusion ainsi
gue la taille et la forme des myotubes, ont été calculés d’une facon systématique sur toutes
les images de reconstructions prises sur les cellules inactivées des 10 expériences et sur leurs
contréles associés. Toutes les analyses comparatives ont été réalisées entre les données
obtenues a partir des cellules inactivées de chaque expérience et celles obtenues des
contréles associés. Ces analyses ont été effectuées en utilisant le test de student et la
correction de Dunnett. Le test de significativité est déterminé selon une P-value (voir

matériel et méthode).

5- Comment analyser les phénotypes pour classer les genes ?

L’analyse phénotypique et la classification des 100 genes candidats ont été réalisées
selon les phénotypes observés avec chacun des deux siRNAs utilisés et en fonction des
critéres phénotypiques décrits dans le paragraphe précédent: « densité cellulaire »,
« quantité de myotubes », « dimensions et morphologie des myotubes » et « indice de
fusion ». Nous avons effectué cette analyse en trois étapes : (i) éliminer tous les génes dont
I'inactivation par les deux siRNAs ne montre aucun phénotype ; (ii) analyser le reste des
génes en quatre groupes de génes en fonction des quatre critéres phénotypiques puis
exclure dans chaque groupe les génes pour lesquels I'inactivation par les deux siRNAs ne
montre pas le méme phénotype ; (iii) regrouper les différents génes restants dans les quatre
groupes (en excluant ceux qui sont dupliqués) en deux ensembles de génes selon qu’ils sont

impliqués dans la prolifération ou la différenciation (Tableau 4).
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Figure 30 : Variation de la densité cellulaire, de la quantité des myotubes et de l'indice de fusion dans

les controles.
Les quantifications sur les contréles montrent que (A) les noyaux recouvrent 10 a 32% de la surface

scannée ; (B) les myotubes occupent entre 5 a 20 % de cette surface et (C) I'indice de fusion fluctue
entre 16 et 38 %.
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I1. Conséquences phénotypiques de I’inactivation des 100 génes
candidats.

Comme mentionné précédemment, les 100 génes candidats ont été inactivés en 10
expériences différentes, deux siRNAs par géne en trois réplicas techniques avec pour chaque
expérience les contrbles nécessaires. Pour chaque expérience, 66 lamelles sont récupérées
pour marquage et acquisition d’'images. Les pourcentages d’aires de fluorescence (DAPI et
myosine), les dimensions et la morphologie des myotubes, et I'indice de fusion ont été
calculés d’'une fagon systématique sur les 60 grandes images correspondantes aux
inactivations par les siRNAs et comparées aux données obtenues a partir des six conditions
de contréles. Ceci nous fait pour les 100 genes candidats du crible, 600 grandes images

comparées aux 60 images controles.

Les cellules inactivées et les controles ont été récupérés a 144 heures de
différenciation. A ce stade final, les myotubes différenciés dans les controles ont des
structures fusiformes, contiennent plusieurs noyaux répartis tout le long du myotube et
accumulent de la myosine sur la totalité de la surface. Les quantifications sur ces controles
montrent que (i) les noyaux recouvrent 10 a 32% (Figure 30 A) de la surface scannée ; (ii) les
myotubes occupent entre 5 a 20 % de cette surface avec 400 a 600 um de longueur, de 30 a
50 um de largeur et 10 et 20 noyaux par myotube (Figure 30 B) et (iii) I'indice de fusion
guant a lui fluctue entre 16 et 38 % (Figure 30 C). Les variations significatives de toutes ces
données dans les myotubes inactivés sont considérées comme des phénotypes dus a
I'inactivation des génes candidats. Pour les pourcentages d’aires de fluorescence et I'indice
de fusion, ces variations peuvent étre une augmentation ou une diminution de la valeur
calculée dans les cellules inactivées par rapport a celle calculée dans les contréles ; par
contre, les variations des dimension et morphologie des myotubes sont classées en quatre
groupes phénotypiques en fonction de la taille et la forme du myotube : nous avons pu avoir
des myotubes de grande taille, des myotubes longs, des myotubes de petite taille et des

myotubes fins.

Trois cas de figures ont été obtenus suite a l'utilisation de deux siRNAs par géne : (i)
les deux siRNAs ne montrent aucun phénotype, (ii) les deux siRNAs montrent deux

phénotypes différents et (iii) les deux siRNAs montrent le méme phénotype. Les genes qui
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Figure 31 : (A) : Densité cellulaire, quantité de myotubes et indice de fusion des cellules inactivées dans

le géne G97 : Le géne ne montre aucune variation significative par rapport aux contréles (*** p<0,001 ;
** p<0,01 ; * p<0,05).

(B) : Immunomarquage dans des cellules contréles et des cellules inactivées pour le géne G97 : De la
myosine (en vert: Alexa 488), du DAPI (en bleu) et superposition (merge Alexa 488/DAPI).
Agrandissement : X100, échelle =300 um.
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seront sélectionnés par le crible seront ceux pour lesquels les inactivations par les deux

siRNAs montrent exactement le méme phénotype différent des contréles.

I1I. Classification des 100 genes candidats.

Nous avons réalisé la classification des génes en trois étapes :

La premiére étape: apres linactivation des 100 genes candidats, I'analyse
phénotypique nous a révélé cing génes dont le Knockdown par les deux siRNAs ne montre
aucun phénotype particulier (Tableau 4). Toutes les données quantitatives, obtenues suite a
I’extinction de ces cinq génes, ne montrent aucune différence significative par rapport aux
données obtenues a partir des controles. Les cing genes sont : G31, G69, G51, G97 et G16

(Figure 31 A et B).

La deuxieme étape : Les 95 génes restants ont été analysés critére par critére en
guatre groupes. Nous avons exclus les génes dont I'inactivation par les deux siRNAs montre
des phénotypes différents ou sauvages et gardé ceux pour lesquels I'inactivation par les
deux siRNAs montre le méme phénotype par rapport au critére en question. Apres cette
opération, nous avons retenu respectivement 23, 22, 24 et 18 génes pour les critéres
phénotypiques : « densité cellulaire », « quantité de myotubes », « dimensions et

morphologie des myotubes » et « indice de fusion » (Tableaux 4).

La troisieme étape : les génes de chaque groupe, retenus dans |'étape précédente,
montrent le méme phénotype avec les deux siRNAs par rapport au critere phénotypique
analysé. Ces mémes genes peuvent montrer des phénotypes différents avec les deux siRNAs
guand ils sont analysés par rapport a un autre critére phénotypique. Par exemple, parmi les
23 génes sélectionnés par le critére phénotypique « densité cellulaire », 17 genes montrent
des phénotypes différents avec les deux siRNAs pour les autres criteres phénotypiques
tandis que pour les 6 autres génes, les phénotypes étaient similaires pour les deux siRNAs.
Nous avons réalisé la méme analyse sur tous les génes des quatre groupes et nous avons
donc retenu respectivement 6, 8, 8 et 9 génes pour les criteres phénotypiques : « densité
cellulaire », « quantité de myotubes », « dimensions et morphologie des myotubes », et
« indice de fusion ». Nous avons ensuite subdivisé ces groupes de genes en sous-groupes en

fonction de la nature du phénotype observé. Les groupes de génes relatifs aux critéres
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Figure 32 : Analyse de la quantité de myotubes.

Exemple de 2 phénotypes observés (A) : L'extinction du géne G18 montre une augmentation de la
quantité de myotubes et celle du géne G91 montre une diminution de la quantité de myotubes. (***
p<0,001 ; ** p<0,01 ; * p<0,05).

Immunomarquage dans des cellules contréles et des cellules inactivées pour les génes G18 (B) et G91
(C) : de la myosine (en vert : Alexa 488), du DAPI (en bleu) et superposition (merge Alexa 488/DAPI).
Agrandissement : X100, échelle =300 um.
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phénotypiques « densité cellulaire », « quantité de myotubes » et « indice de fusion », ont
été subdivisés en deux sous-groupes (augmentation ou diminution) (Tableau 4) (Figure 32,
33, 35). Par contre, le groupe de génes, relatif au critére phénotypique « dimensions et

morphologie des myotubes », a été subdivisé en quatre groupes (Figure 35).

Pour avoir la liste finale des genes sélectionnés parmi les 100 génes candidats, les
geénes retenus dans |'étape précédente ont été groupés tout en éliminant les doublons. Cette
étape nous a permis de sélectionner 19 génes dont le Knockdown par les deux siRNAs

montre le méme phénotype pour un ou plusieurs criteres (Tableau 4).

IV. Le crible révele 13 genes impliqués dans la différenciation et
six genes impliqués dans la prolifération et la différenciation

Les genes pour lesquels I'inactivation montre un phénotype inclus dans le critére
« densité cellulaire», sont impliqués dans I'étape de prolifération des cellules C2C12. Par
contre, les génes pour lesquels I'inactivation aboutie a I'apparition des phénotypes faisant
partie des critéres « quantité de myotubes », « indice de fusion » et/ou « dimension et
morphologie des myotubes » sont plutét impliqués au cours de I'étape de différenciation
des C2C12. Enfin, les génes dont les phénotypes d’inactivation s’inscrivent a la fois dans le
critere « densité cellulaire » et au moins dans I'un des trois autres critéres auront un réle
durant les deux étapes de développement de la lignée C2C12. Tenant compte de ce type de
classification, on obtient a la fin de notre crible six génes qui peuvent avoir un réle aussi bien
durant la prolifération que la différenciation des C2C12 et 13 génes qui semblent avoir un

role uniquement au cours de I'étape de la différenciation (Tableau 4).

Rayan ALWAN |Thése de doctorat Biologie Santé |Université de Limoges | 2017 Page 129



A 20 -

H sicontrole
H siRNA1
i siRNA2

% de l'aire de fluorescence
[y
o

G61 G64

Alexa Fluor 488 DAPI 2 v 2 4 Alexa Fluor 488
o ) — 50 m 5 \ “ 5 " — ’ " A

< Controle
‘Controle

Figure 33 : Analyse de la densité cellulaire.

Exemple de 2 phénotypes observés (A): L'extinction du géne G61 montre une augmentation de la
densité cellulaire et celle du géne G64 montre une diminution de la densité cellulaire. (*** p<0,001 ; **
p<0,01 ; * p<0,05).

Immunomarquage dans des cellules controles et des cellules inactivées pour les génes G61(B) et G64
(C) : de la myosine (en vert : Alexa 488), du DAPI (en bleu) et superposition (merge Alexa 488/DAPI).
Agrandissement : X100, échelle =300 um.
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Figure 34 : Analyse de la morphologie des myotubes par immunofluorescence.

L'inactivation des genes : G18 : myotubes de grande taille et croisés ; G38 : myotubes longs et fins ; G63 :
myotubes longs ; G25 : myotubes petits et ronds ; G6 : myotubes identiques aux contrdles (Echelle: 300

pum).
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Figure 35 : Analyse de l'indice de fusion.

Exemple de 2 phénotypes observés (A) : le knockdown du géne G45 montre une augmentation de l'indice
de fusion par rapport aux contréles alors que celui du géne G1 montre une diminution. (*** p<0,001 ; **
p<0,01 ; * p<0,05).

Immunomarquage dans des cellules controles et des cellules inactivées pour les génes G45 (B) et G1 (C) :
de la myosine (en vert: Alexa 488), du DAPI (en bleu) et superposition (merge Alexa 488/DAPI).
Agrandissement : X100, échelle =300 um.
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Au cours de ma these, je me suis attachée a identifier des genes impliqués dans le
développement musculaire en mettant en place un crible fonctionnel basé sur I’ARNi. En
effet, le criblage in vivo d’un grand nombre de génes candidats jouant un role dans le muscle
chez les mammiferes apparait étre une tache expérimentale fastidieuse qui nécessiterait la
création d’un grand nombre de lignées pour lesquelles les genes candidats sont inactivés.
Les cellules musculaires primaires, qui ont été largement utilisées dans I'étude des
mécanismes moléculaires régissant les processus biologiques liés aux muscles et les
altérations pathologiques, peuvent étre une alternative. Cependant, leur utilisation est assez
restreinte en raison du nombre limité de passages cellulaires, de la difficulté liée a leur
production et au degré de pureté des cultures. Malgré ces facteurs limitants, un crible a haut
débit a plusieurs étapes capable d'identifier des génes jouant un réle durant la myogenése a
été réalisé avec succés sur des cellules primaires murines dérivées du muscle des membres
(Khanjyan et al., 2013). Cette étude a été effectuée d’une part, dans le but de mieux
comprendre les mécanismes qui régissent la transition des cellules progénitrices en cellules
musculaires différenciées et d’autre part, pour développer de nouvelles stratégies qui
pourraient améliorer la régénération musculaire. Ces cribles successifs, réalisés en utilisant
une banque de 16000 siRNAs congues pour cibler pres de 4000 genes de la souris, ont

permis d'identifier 635 genes impliqués dans la myogenése (Khanjyan et al., 2013).

Nous avons fait le choix d’utiliser la lignée myoblastiqgue murine C2C12 qui
représente le modeéle le plus pertinent pour I'étude des phases de prolifération et/ou de
différenciation au cours de la myogenése. Les cellules C2C12 a confluence a 80% sont
engagées dans la différenciation par simple changement de milieu, avec cependant un laps
de temps de 12h durant lequel elles continuent a proliférer. Ces cellules sont aussi moins
sensibles et moins fragiles que les cellules primaires et facilement transfectables. Afin de
faciliter les analyses microscopiques et de quantification, nous avons mis au point un
protocole de culture basé sur I'utilisation de lamelles de 1,8 cm? de surface placées au fond
des puits de plaques de culture (la lamelle représente 50% de la surface du puits) avec un
nombre adapté de cellules ensemencées. Ceci nous a permis d’optimiser [|'étape
d’acquisition des images ainsi que leur quantification. Ceci nous a permis de prendre des

images (scanner) pour presque la totalité de la lamelle et, en utilisant le logiciel Metamorph,
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de construire une grande image de 1cm? de surface de facon rapide et valide. Ces grandes
images sont utilisées pour quantifier la fluorescence, étudier la morphologie des myotubes
et calculer I'indice de fusion. Il est a noter que les cellules C2C12 ont été transfectées avec
les siRNAs au moment de I'engagement dans la différenciation et 48h apres, 'objectif étant
de laisser les cellules dans le milieu d’inactivation durant les dernieres 12h de prolifération

et toute la phase de différenciation.

Nous avons préféré éteindre les génes candidats par transfection transitoire de
duplex siRNAs a la place de générer des clones stables en utilisant de shRNAs afin d’éviter les
difficultés techniques liées au temps de sélection et a l'effet de position associé a
I'intégration du plasmide hébergeant le shRNA. Cependant, pour assurer [|'efficacité en
continu de I'inactivation par les siRNAs durant toute la phase de différenciation, nous avons
transfecté les cellules deux fois avec le méme siRNA a 48h d’intervalle. Nous avons réalisé
I'inactivation des 100 genes candidats sur 10 expériences distinctes, chacune comprenant 10
génes et ses propres controles afin de minimiser I'effet de la variabilité expérimentale. Pour
éliminer les faux positifs, 2 siRNAs différents ciblant soit la région codante, soit la partie

3'UTR ont été utilisés pour chaque gene candidat.

Initialement, nous avons établi une liste de 100 genes candidats a inactiver
remplissant les conditions suivantes: (i) ils n'ont pas de fonction déja caractérisée dans le
muscle chez la souris, (ii) ils présentent un profil d'expression différent entre les étapes de
prolifération et de différenciation des cellules C2C12 (Tomczak et al., 2004; Kislinger et al., 2005),
(iii) ils sont des orthologues de genes muscle spécifiques identifiés lors d’un crible ARNi chez
la drosophile(Schnorrer et al., 2010). Nous avons mis en place ces filtres successifs afin de
premierement, valider le protocole de notre crible, puis identifier de nouveaux acteurs
impliqués dans la prolifération et/ou différenciation musculaire et enfin, caractériser les

phénotypes associés a la mise en silence de chaque géne.

La caractérisation phénotypique dans notre crible a été réalisée grace a l'utilisation
de deux marqueurs cellulaires fluorescents (DAPI et anti-myosine) qui décorent
respectivement les noyaux et les myotubes. La quantification de la surface fluorescente nous
a permis de définir et d'analyser quatre critéeres phénotypiques: « densité cellulaire »,

« quantité de myotubes », « index de fusion », et « taille et morphologie des myotubes ». Le
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premier critéere s’observe pendant la phase de prolifération tandis que les autres se

déroulent durant la différenciation.

Nos résultats montrent la pertinence de notre crible puisque nous avons pu associer
des phénotypes a plus de la moitié des genes candidats inactivés (60 génes). Ces soixante
génes, retenus sur la base d’un phénotype similaire pour les 2 siRNAs, se répartissent
comme suit : 11 genes impliqués dans la phase de prolifération, 37 génes dans la phase de
différenciation et 12 génes concernent les deux phases. En gardant uniquement les génes
dont le knockdown par les deux siRNAs montre le méme phénotype pour un ou plusieurs
critéres, nous avons identifié 13 génes spécifiques a I'étape de différenciation et 6 génes
impliqués aussi bien dans la prolifération que la différenciation. L'identification des genes
impliqués dans la prolifération malgré que la transfection a été réalisée au début de la
différenciation s’explique par le fait que les cellules C2C12 continuent a se diviser pendant
au moins 12 heures apres l'induction de la différenciation par le changement du milieu de

culture.

Pour les genes exclus, nous avons 5 genes montrant aucun phénotype avec les 2
siRNAs et 35 genes avec uniquement un phénotype avec I'un des deux siRNAs. Trois
hypothéses pourraient expliquer cette absence de phénotypes: (i) I'inactivation incompléte
du géne cible due aux siRNAs partiellement ou totalement non fonctionnels, (ii) la
redondance fonctionnelle entre les génes candidats et d’autres génes appartenant a la
méme famille multigénique, (iii) 'absence de contribution de ces genes dans la myogenése

malgré les filtres utilisés pour établir la liste des génes a inactiver.

A notre connaissance, I'étude menée par Ge et al. 2013 pour examiner les roles
potentiels des cytokines dans la myogenese du muscle squelettique, représente le seul crible
réalisé sur les cellules C2C12 pour identifier de nouveaux acteurs myogéniques (Ge et al.,
2013). Les auteurs ont inactivé 134 génes codant pour des cytokines au travers d’un crible
ARNi « focalisé » pour mettre en évidence leur implication dans la différenciation des
myoblastes C2C12. Le crible a été réalisé en deux étapes : (i) dans la premiere, les 134 génes
ont été inactivés par 2 a 5 shRNAs introduits par infection retrovirale dans les cellules C2C12
ensemencées dans des plaques a 96 puits. Au bout de 3 jours de différenciation, les cellules
sont immunomarquées par l'anticorps anti-myosine et analysées au microscope pour des

changements dans la taille et le nombre de myotubes. Les génes avec au moins 2 shRNAs
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provoquant ces changements sont sélectionnés pour la deuxiéme étape du crible. (ii) dans la
deuxieme étape, le méme protocole est appliqué sauf que les cellules, cette fois-ci, sont
ensemencées dans des plaques a 6 puits pour pouvoir les quantifier pour trois parametres:
« indice de différenciation » défini comme le pourcentage de noyaux dans les cellules
myosine-positive, « indice de fusion » défini comme le pourcentage de noyaux dans des
cellules contenant au moins 2 noyaux (myotubes) et « nombre moyen de noyaux par
myotube » qui donne une idée sur la taille de myotube. Leurs résultats ont révélé 29
cytokines (22%) comme des candidats solides pour de nouveaux régulateurs myogéniques
(Ge et al., 2013). Notre étude est pour l‘essentiel comparable a celle de Ge et al., 2013. En
effet, les deux études sont basées sur |'utilisation des cellules C2C12, de I’ARNi, de I’analyse
microscopique et de I'imagerie. Cependant, notre étude, basée sur un crible non focalisé et

moins fastidieux, se montre différente de celle de Ge et al. 2013 sur plusieurs points :

(i) Pour mettre en silence nos genes candidats, nous avons utilisé des siRNAs
synthétiques facilement transfectables dans les cellules C2C12. En revanche, Ge
et al., ont choisi d’utiliser des shRNAs introduits par transduction retrovirale dans
la lignée C2C12. Il est a noter que la transduction des shRNAs nécessite des
constructions plasmidiques, une production au préalable dans un autre type

cellulaire et une sélection par antibiotique.

(ii) Nous avons examiné I'effet du knockdown des genes candidats apreés six jours de
différenciation contre trois jours dans le protocole de Ge et al., ceci nous a permis
de détecter des phénotypes associés a des génes agissant durant les étapes
précoce et/ou tardive de la différenciation. Par ailleurs, dans I'étude Ge et al., les
auteurs ne discutent en aucun moment l'inactivation génique qui peut avoir lieu
juste apres |'étape de transduction pendant laquelle les cellules sont encore en

phase de prolifération.

(iii) Contrairement au crible de Ge et ses collaborateurs, nous avons réalisé notre
crible en une seule étape dans des plaques a 12 puits. Il faut savoir que la
détection des phénotypes par microscopie est moins efficace en plaque a 96 puits

gu’en plaque a six puits. De plus, I'analyse en plaque a 96 puits est souvent
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associée a un grand nombre des faux positifs et un faible nombre de phénotypes

subtils détectés.

(iv) Pour détecter d’une facon rapide et efficace ces phénotypes subtils, nous avons
quantifié systématiquement la fluorescence sur des grandes images de
reconstruction de 1 cm® grace a la technologie « platine scanning» du
microscope. En revanche, I'analyse d’imagerie dans Ge et al. a été réalisée

uniguement sur cinqg champs d’une image individuelle.

(v) Dans Ge et al. la quantification de la fluorescence avait pour but uniquement la
détermination du nombre de noyaux totaux, dans les myocytes ou dans les
myotubes. Par contre, dans notre étude, la quantification de la fluorescence a été
utilisée pour dénombrer les noyaux mais aussi pour déterminer la quantité des
myotubes ainsi que leur morphologie ; ceci ce nous a permis de détecter des

phénotypes liés a I'architecture et/ou la maturation des myotubes.

(vi) Le crible dans I'étude Ge et al. était focalisé sur une liste de 134 génes candidats
codant pour des cytokines. Par contre, nous avons criblé 100 genes candidats
présélectionnés sur la base d’'une compilation de données génomiques réalisées
sur la lignée C2C12 et affinés par une comparaison avec des génes jouant un réle

dans le muscle de la drosophile.

Tous ces points de différence entre les deux études indiquent que notre crible semble étre
plus efficace. En effet, notre crible a pu sélectionner 60 % des genes criblés comme étant
impligués dans la prolifération et/ou la différenciation des cellules C2C12 contre 22 %

sélectionnés dans le crible de Ge et al. (2013).

Des analyses transcriptomiques ont été également effectuées pour identifier (i) les genes
régulés par I'inhibiteur négatif du développement musculaire, GDF8 (Wicik et al., 2011), (ii) les
régulateurs transcriptionnels impliqués dans la transition entre les étapes de prolifération et
de différenciation des cellules C2C12 (Rajan et al., 2012) ou (iii) les génes qui s’expriment en
présence d'adipocytes dans le microenvironnement des myoblastes (Grabiec et al., 2016). Outre
les analyses transcriptomiques, les études protéomiques ont été également conduites pour
examiner de maniére exhaustive les adaptations au niveau protéique associées a la

formation de myocytes tout le long du programme de différenciation myogénique des
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cellules C2C12 (Casadei et al., 2009; Deshmukh et al., 2015). Les études basées sur la technique
d’'immuno-précipitation de la chromatine (ChIP), qui consiste a purifier des complexes ADN-
protéine formés dans les cellules et liés de facon covalente, ont été aussi employées. Cette
technique associée a une analyse transcriptomique par microarray ou séquencage a haut
débit a été utilisée pour identifier de nouveaux genes qui peuvent étre soit des cibles d’un
activateur transcriptionnel comme dans le cas de MyoD, YY1 ou P38 (Cao et al., 2010; Lu et al.,
2013; Segalés et al., 2016; Sun et al., 2016a) soit régulés par une marque épigénétique telle que la
marque répressive de I'expression génique : la triméthylation de la lysine 27 sur I'histone 3

(Asp et al., 2011).

Comme décrit précédemment, les cribles ENU sont capables par une analyse systématique
et simultanée de nombreuses souris, de récupérer un grand nombre de mutations
fonctionnelles (Nguyen et al.,, 2011). Comme précédemment mentionné, avant d’étre
accidentellement interrompu a la fin de 'année 2009, un crible ENU a été développé au sein
de notre laboratoire afin d’identifier de nouveaux genes impliqués dans la systeme
squeletto-musculaire ; c’était un crible dominant et sensibilisé réalisé a partir de souris
knockout pour la myostatine (Magnol et al., 2011). Les auteurs ont pu cribler 3000 souris
Flpour identifier 49 phénovariants. Ces lignées présentant des phénotypes liés au taux de
créatinine, au développement musculaire et/ou a des anomalies du systéme squeletto-
musculaire. Sept lignées ont été établies et des mutations causales ont été localisées et
identifiées pour trois d’entre elles (Magnol et al,, 2011; EIl Hakam Kamareddin et al., 2015).
Cependant, ce cible était tout de méme un projet trés laborieux, demandait un effort
organisationnel et logistique assez conséquent et nécessitait énormément de temps. C'est
particulierement I'étape de la cartographie pour localiser les mutations causales, qui
représente le processus le plus long du crible. Des essais d’identifier les mutations causales
des autres lignées par séquencage a haut débit sont en cours dans le laboratoire.
Contrairement aux cribles ARNi, les cribles ENU ne nécessitent aucune connaissance
préalable de la fonction ou de la séquence des génes étudiés et s’appliquent avec plus de
facilité sur un organisme entier chez les mammiferes (Oliver and Davies, 2012). Les cribles ARNi,
générant une sous-expression des genes candidats (knockdown), conduisent a une
suppression partielle des protéines ciblées, ce qui complique linterprétation des

phénotypes; par contre, les mutagenéses ENU peuvent produire les différents types
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d’alleles tels que les substitutions d’acides aminés, les changements de conformation de
domaines protéiques ou encore les modifications des produits de I'épissage (Godinho and
Nolan, 2005). Les alléles produits par mutagenese ENU révélent des fonctions géniques
distinctes qui ne sont pas identifiables par ’ARNi. En revanche, avec notre crible ARNi, il a
été possible d’inactiver fonctionnellement une centaine de genes avec une spécificité,
efficacité et rapidité remarquable et d’évaluer I'implication fonctionnelle de 60 génes dans le
développement myogénique des cellules C2C12. Avec ces avantages, notre crible basé sur
I'outil ARNi semble étre plus précis et apparait comme une solution alternative plus efficace,
plus rapide, et moins couteuse a la mutagenése ENU ou les modifications sont en grande

partie aléatoires et difficile a identifier.

Notre crible a été validé en identifiant 60 genes impliqués dans la myogenese des
cellules C2C12, 19 parmi eux sont sélectionnés parce que leur inactivation montre le méme
phénotype avec les deux siRNAs pour plusieurs criteres phénotypiques. Il me semble
indispensable maintenant de vérifier le knockdown de ces 19 génes sélectionnés par
quantification de leurs ARNm par RTqPCR et voire méme les 60 génes. Il serait intéressant
aussi de refaire les expériences d’inactivation sur tous les genes pour lesquels celle-ci n'a
montré aucun phénotype ou des phénotypes différents avec les deux siRNAs, et ce en

employant d’autres siRNAs dirigés contre ces genes.

Il semble aussi indispensable que les 19 genes identifiés par notre crible comme étant
de nouveaux acteurs de la myogenese soient invalidés in vivo chez la souris pour voir I'effet
de leur perte de fonction directement sur le muscle voire sur I'organisme entier. Ce travail
est en cours pour un certain nombre des genes jugés pertinents et repose sur des approches
de transgénése somatique (injection intramusculaire des vecteurs lentiviraux exprimant les
siRNA) ou germinale (systéeme CRISPR/cas9) (L Helary, travaux de thése, communication
personnelle). Cette validation fonctionnelle in vivo d’un certain nombre des génes identifiés

confirmera la puissance de I'approche RNAi que nous avons développée.
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Abstract

Myogenesis is a highly regulated multi-step process involving myoblast proliferation
and differentiation. Although studies over the last decades have identified several
factors governing these distinct major phases, many of them are not yet known. In
order to identify novel genes, we took advantage of the C2C12 myoblastic line to
establish a functional siRNA screen combined with quantitative-imaging analysis of a
large amount of differentiated myoblasts. We knocked down 100 preselected mouse
genes without a previously characterized role in muscle. Using image analysis, we
tracked gene-silencing phenotypes by quantitative assessment of cellular density,
myotube quantity, myotube morphology and fusion index. Our results have revealed
six genes involved in both stages of C2C12 myogenesis and 13 genes specific to the
differentiation stage.

These findings prove that our RNAi-based screen could be an efficient tool to detect
clear and subtle phenotypes allowing the identification of new myogenic regulators in

mammals.

Keywords: Screen; siRNA; C2C12; Proliferation; Differentiation; Myogenesis.



1. Introduction

The completion of several genome sequences along with technological advances
have tremendously accelerated and renovated the tools to identify new genes and to
study their function. The functional analysis of each of the thousand of protein-coding
genes provided by genome sequencing is a major goal but remains a significant
technical challenge [1]. Several genome-wide mutagenesis strategies have been
applied in mammals, in order to analyse gene function in a genome-scale manner [2].
These strategies include two complementary approaches: (i) the “phenotype-driven
approach” such as ethyl-nitroso-urea (ENU) mutagenesis screen [3], which has been
successfully used for generating large numbers of new mutants for systematic
studies of mammalian gene function [4-6] and for the identification and functional
characterisation of hundreds of disease-related genes in mice [7], (ii) the “gene-
driven approach” which is a high-throughput method used to introduce insertional
mutations across the mammalian genome [8]. Several knockout programs were
developed to mutate all protein-encoding genes in mouse embryonic stem cells using
a combination of gene trapping and gene targeting techniques to generate mice
harboring the corresponding genetic changes [9, 10]. To accelerate progress towards
the genetic analysis of all mammalian genes, large-scale mutagenesis [11], knockout
[12, 13] and phenotyping [14, 15] consortia were established worldwide to generate a
wealth of genomic information which are made publicly available to support diverse
research efforts, related to understanding mammalian biology and human diseases
[16-19]. Despite their strengths, phenotype- and gene-driven approaches remain an
important challenge and an experimentally tedious task [20].

Genomic resources such as transcriptomic and proteomic data enable both the
simultaneous measurement of the expression of multiple genes and the identification
of novel genes or proteins that contribute to the regulation of cellular processes. For
instance, to identify new genes and to investigate the global gene expression
program of muscle development, several meta-analysis of transcriptomic [21, 22],
proteomic [23-25] and chromatin immuno-precipitation [26, 27] datasets have been
performed especially in in-vitro mammalian systems. Based only on gene expression
patterns, the novel genes identified in genomic resources need further experiments
to explore their functions.

The field of functional genomics has been re-energized by the discovery of the RNA

interference (RNAI) pathway. RNAI is a regulatory mechanism using small RNAs as



specificity factors, recognizing target sequences by base-pairing interactions inducing
target mRNA destruction or translation repression [28]. RNAI is currently a valuable
gene-silencing tool both in cell culture and in living organisms [29], also used for
large-scale screens that can systematically knockdown every single gene within a
genome in a relatively short period of time [30].

Driven by genomic sequences, RNAI silencing has been used in high-throughput
screening aiming at the identification of muscular-specific genes in lower eukaryotes
such as Drosophila and worms [31-33]. Currently, aside from some RNAI screening
in cell transplant—-based models of cancer in mouse [34], the in-vivo high-throughput
screens seem to be difficult to practice generally in mammals and especially in
muscle mostly because of low efficiency and high expense [30]. Nevertheless, high-
throughput RNAI screens could be used on mammalian primary cultures [35] and cell
lines [36] such as C2C12 myoblasts [37, 38] which is often used for deciphering the
basic molecular mechanisms of muscle-related biological processes. Differentiation
of C2C12 myoblasts in vitro can easily recapitulate the different steps of in-vivo
myogenesis [39], a multi-step process enabling generation of muscle tissue during
embryonic development and postnatal life [40]. The major myogenic phases,
proliferation, differentiation and fusion of myoblasts into myotubes, are well
orchestrated by the myogenic regulatory factors and the molecules regulating them
via different signalling cascades [41].

Despite all the knowledge acquired on the molecular mechanisms regulating
myogenesis in mammalian pre- and postnatal development, many of the genes
involved are still unknown. In the present study, we have used a newly designed
protocol based on a cellular system (C2C12 myoblasts), RNAi technology and
quantitative image analysis to develop an siRNA-mediated functional screen, aiming
identification of novel genes involved in the myogenesis process. We applied the
screen on 100 preselected genes, which were transiently knocked down in
proliferating and differentiating C2C12 cells. Phenotypic analysis and gene
classification show that six genes are involved during both stages of the C2C12

myogenesis and 13 genes are implicated only during the differentiation stage.



2. Materials and methods

2.1 Cell line

C2C12 cell line (ATCC - CRL-1772) is a subclone produced through serial passages
of myoblasts cultured from the thigh muscle of C3H mice after a crush injury [42].
They readily proliferate in high-serum conditions and differentiate and fuse in low-
serum conditions, forming contractile myotubes and producing characteristic muscle
proteins. C2C12 cells were incubated (at 37°C in a 5% CO, in air atmosphere) during
proliferation in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), supplemented with
10% (V/V) heat-inactivated foetal calf serum (FBS), 50 units.ml™" penicillin and 50
ug.ml™" streptomycin (Growth Medium, GM). To induce C2C12 differentiation, cells at
80% confluence were shifted to DMEM containing 2% (V/V) horse serum (Invitrogen)
(Differentiating Medium, DM). The medium was changed every 48 hours.

For the screen, C2C12 cells were not directly seeded in the well but on a sterile 1.8
cm?-coverslips placed at the bottom of the well and covering nearly half of its surface.
Cells were seeded at 4.10* cells/cm? in 1 mL GM for 24 hours. Next day, cells were
shifted to DM and cultivated for 144 hours. During this differentiation time, cells were
transfected twice by siRNA (at 0 and 48 hours) and medium was changed three
times (48, 96 and 120 hours). At 144 hours, the coverslips with cells were recovered

for immuno-staining.

2.2 siRNA Transfection

All siRNAs used in our study are mouse-specific SiRNAs designed and produced by
Qiagen, delivered in C2C12 cells with Hiperfect transfection reagent (Qiagen) and
target either coding sequence or 3’UTR of the mRNA to be knocked down. 100
genes were silenced in 10 groups of 10 genes with two siRNAs for each gene in
three technical replicates (Supplementary data, Table S1). For each group of 10
genes, cells transfected with one siRNA (3’alexafluor647, QIAGEN,
AATTCTCCGAACGTGTCACGT) without any mouse target as well as untransfected
cells were used as controls. The efficiency of siRNA delivery and silencing was
tested by RT-PCR and cell viability assays. We verified that the introduction of these
synthetic siRNAs into C2C12 cells can trigger highly efficient gene silencing through
degradation of the target mMRNA (Supplementary data, Fig. S1). C2C12 transfection
was performed according to the manufacturers' protocol (Fast-forward transfection of

adherent cells, Qiagen). Briefly, siRNAs were diluted at final concentration of 5 nM in



100 pL of culture medium without serum containing 3 uL of Hiperfect transfection
reagent. After 10 min incubation at room temperature, the transfection complex was
added drop-wise onto cells with fresh medium. Plates were swirled gently, to ensure
uniform distribution of the transfection complex, and incubated under normal

conditions.

2.3 Immuno-staining

Cells were washed three times in PBS 1X, fixed during 15 min in 4%
paraformaldehyde, washed again three times in PBS 1X and permeabilized with
HEPES/Triton X-100 buffer (20 mM HEPES, 300 mM sucrose, 50 mM NaCl2, 3 mM
MgCI2 and 0.5% Triton X-100 pH7.4). Then, cells were blocked for 1 hour at room
temperature in blocking buffer (10% goat serum, 1% bovine serum albumin (BSA)
and 0.1% Triton X-100 in PBS). After a quick wash in 1X PBS containing 0,2% BSA,
cells were incubated overnight at 4°C with primary antibody anti-MyHC (Monoclonal
Anti-Myosin skeletal, Fast, Clone My-32, Mouse Ascities Fluid, M4276, Sigma-
Aldrich) diluted (1/400) in 1X PBS containing 1% BSA. After two washes in BSA
0.2% Tween-20 0.1% PBS 1X, coverslips were incubated for 15 min at 37°C with
secondary antibody conjugated to a fluorescent dye (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-
Mouse IgG (H+L), Invitrogen) diluted (1/1000) in BSA 1% PBS 1X. The staining was
completed with three washes in BSA 0,2% PBS 1X Tween-20 0,1%, incubation for 5
min at room temperature in DAPI (1mg/mL diluted in PBS 1X) and three washes in
PBS 1X. Coverslips were finally placed back to front on slides with the mounting
solution (Mowiol 4-88 12%, glycerol 24%, tris HCL pH8 0,125 M), sealed with nail
polish and stored at 4°C in the dark.

2.4 Image acquisition and analysis

Images were acquired and analyzed with the automated Leica DMIG000B inverted
epifluorescence microscope using the MetaMorph software (Molecular Devices,
Sunnyvale, USA). Per coverslip, automated 100 to 150 fluorescent images (DAPI or
Alexa Fluor 488) were taken in 100X magnification with the aim to reconstruct a large
image of the whole scanned zone, the surface of which can reach 1-cm?. Alexa Fluor
and DAPI acquisition parameters were, respectively: wavelengths spectrum 499-
519nm and 345-455nm, exposure time 1000 ms and 50 ms and light intensity 150.

DAPI and Alexa Fluor fluorescence quantifications were done on the corresponding



reconstructed images, it consists of the percentage of fluorescent area compared to
the whole scanned zone. The total number of nuclei and the number of nuclei inside
myotubes were counted, on a section of the overlaid reconstructed images, using

ImageJ software (version 1.48q) [43] (http://rsbweb.nih.gov.gate1.inist.fr/ij/). The

fusion index of C2C12 cells was calculated as the ratio of the number of nuclei in
myotubes to the total number of nuclei. The ImageJ software was also used to
assess myotubes size by measuring length and width of 30 myotubes from 15

randomly chosen fields of the Alexa Fluor 488 reconstructed images.

2.5 Statistical analysis

Three replicates were analyzed for each experiment presented. Data obtained
(percentage of fluorescent area, fusion index and myotube size) in siRNA-treated
cells were compared to those obtained in control cells using Student’s test analysis
and Dunnett’s test correction [44]. Statistical significance is attained when a P-value

is less than the significance levels: *** p<0,001 ; ** p<0,01 ; * p<0,05.

2.6 Gene ontology

Gene ontology (GO) analysis was performed using PANTHER classification system
according to the instructions provided at www.pantherdb.org [45]. Our gene list was
analysed by PANTHER Overrepresentation Test (released 2016-07-15) using GO
Ontology database (released at 2015-06-22) and all the genes of Mus Musculus
database as a reference list. The data set was annotated by “GO molecular function

complete”, “GO cellular component complete” and “GO biological process complete”.

3. Results

3.1 The experimental design of the siRNA-based screen

To search for new genes involved in myoblast differentiation, we developed a
functional screen based on a novel protocol combining cell culture and staining,
RNAI, microscopy and quantitative-image analysis. Cells were cultured on coverslips
placed at the bottom of the plate. After a proliferation step lasting 24 hours, cells
were induced to undergo differentiation and transiently transfected twice by synthetic
siRNA duplexes at the beginning and at the middle of differentiation (Fig. 1). Six days
later, differentiated myotubes adhered on the coverslips were immuno-stained by an

anti-myosin antibody that recognizes all isoforms of myosin heavy chain, stained by



DAPI, mounted on a microscopic slide and then scanned and imaged under a
fluorescent-automated microscope. Per coverslip, 100 to 150 individual fluorescent
images were taken in order to reconstruct a nearly 1-cm? large image covering the
whole scanned zone (Fig. 1).

Quantifications of myosin (Alexa Fluor 488) and DAPI fluorescent areas were then
performed on these reconstructed-images; they correspond respectively to the
percentage of the fluorescent surface occupied by myotubes or nuclei compared to
the total coverslip-scanned zone. Myosin reconstructed images were used to
evaluate the size and morphology of myotubes by measuring the length and the
width of many myotubes. Myosin and DAPI reconstructed-images were superposed
in order to calculate the fusion index (Fig. 2). Percentages of fluorescent area (DAPI
and myosin), myotube size and morphology and fusion index were defined as
phenotypic criteria, which will be used to classify candidate genes (Fig. 1). For each
gene, quantitative data obtained from silencing performed with the two siRNAs were
systematically compared to those obtained from associated controls. Finally, we
retained genes for which quantitative data are similar between the two siRNAs and
significantly different from controls.

To validate our screen, we built a panel of 100 mouse genes without a previously
characterized function in mouse muscle and reported to change expression between
proliferation and differentiation stages of the C2C12 cells. To establish this
preselected gene list, we made use of a previously identified gene lists described in
(i) C2C12 transcriptomic and proteomic studies, which classified respectively 2895
and 1052 genes with different expression level between proliferating and
differentiating C2C12 cells [21, 23]; (ii) Drosophila RNAi screening, through which
authors identified 2785 specific-muscle genes [31]. We started by eliminating
housekeeping genes and genes with already assigned functions from C2C12 lists
[46] and then compared the remaining genes to each other and to the 2425 mouse
orthologs of Drosophila genes. 176 genes were recovered and only 100 of them were
knocked down in our siRNA-based screen (Table 1 and Supplementary data Table
S2). GO annotation analysis on the 100 candidate genes revealed that our list is
enriched in GO terms related to RNA synthesis and maturation. The 100 candidate
genes, denoted G1 to G100, were silenced in groups of 10 genes with controls for

each group.



3.2 RNAi revealed 23 genes involved in C2C12 proliferation stage

In order to identify genes involved in the C2C12 proliferation stage, we compared the
cellular density of silenced cells to controls. The use of the nuclear DAPI label
allowed us to evaluate the cellular density and therefore the cell proliferation. This
cellular density was estimated to represent 21% of the total surface of the
reconstructed-image. This percentage was calculated by averaging all control values
of the 10 groups. Cellular density was significantly different with each of the two
siRNAs for 23 genes among the 100 candidate genes. These 23 genes seem to be

involved in C2C12 cell cycle during the proliferation stage (Table 2 and Fig. 3).

3.3 RNAi revealed 49 genes involved in C2C12 differentiation stage

To identify genes involved in the differentiation stage, we calculated myotube
quantity, myotube size and morphology, and fusion index in silenced myotubes.
Inactivated cells and controls were recovered for staining at 144 hours of
differentiation. At this final stage, differentiated myotubes in controls have fusiform
structures, 400 to 600 um of length, 30 to 50 um of width, contain 10 to 20 nuclei
centrally localized and distributed all along of myotubes, and accumulate myosin over
the whole surface area of the myotube (Fig. 2). By averaging all control values,
myotube quantity and fusion index were found to be 12,5% and 27%, respectively.
Among the 100 candidate genes, significant differences were observed with each of
the two siRNAs for 22 genes for the “myotube quantity” criterion (Table 2 and Fig. 4),
24 genes for the “myotube size and morphology” criterion (Table 2 and Fig. 5) and 18
genes for the “fusion index” criterion (Table 2 and Fig. 6). By removing any
redundancy from these three gene groups, we retained 49 genes, which appear to be

essential to cell fusion and/or myotube maturation during C2C12 differentiation stage.

3.4 The siRNA-based screen selected 19 genes essential to C2C12 myogenesis
By performing phenotypic analysis criterion by criterion and by eliminating duplicate
genes, we obtained a subset of 60 genes (Table 2). A second filter was used, taking
into account this time all phenotypic criteria; we retained 19 genes for which silencing
with each of the two siRNAs exhibited the same phenotype for one, two or three
phenotypic criteria and excluded 41 genes displaying the same phenotype only for
one criterion (Table 2). This subset of 19 genes was considered as the final list of

genes selected by our siRNA-based screen. 13 genes among them are specifically



involved tin the differentiation stage and the remaining 6 genes are implicated in both
stages of the C2C12 myogenesis (Table 2). According to the silencing effect, which
is either to promote or to inhibit the phenotype, we have further divided the retained
19 genes into two categories: positive- and negative regulator (Table 2 and Fig. 3-6).
We used the PANTHER classification system to infer the putative biological function
of the 19 selected genes. Gene products could be classified essentially in nucleic
acid binding family and then in transferase, chaperone, enzyme modulator, hydrolase
or ligase families.

Taken together, our siRNA-based screen led to the identification of 13 novel genes

as potential regulators of in-vivo myogenic differentiation.

4. Discussion

In this study, thanks to our new in-vifro siRNA-based functional screening, we
identified 19 genes involved in C2C12 myogenesis, which could be strong candidates
for novel in-vivo myogenic regulators. Several key features made our siRNA-based
screen particularly reliable. We set up an optimized protocol for C2C12 cell culture,
RNAI gene silencing and phenotypic characterization based on a fine image analysis.
The advantage of this protocol compared to others is the improvement done to
analyse a maximal number of cells and myotubes. This is essential for detecting and
quantifying both clear and subtle phenotypes during proliferation and differentiation
stages of C2C12 cells. Screening 100 candidate genes directly in skeletal muscle of
living mammals is tricky because of the great number of knocked-down lines that
have to be generated [30]. Mammalian primary muscle cells which have been
extensively used in the investigation of the molecular mechanisms governing muscle-
related biological processes and pathological alterations, could be an alternative to
living organisms. But their use is quite restricted because of limited life span, poor
availability and purity, and difficulties related to gene silencing reproducibility. C2C12
myoblasts, because of the ease of their culture and transfection, and because of the
rapidity of differentiation made them our tool of choice for the siRNA-based screen.
To optimize myotubes immuno-staining and image acquisition, C2C12 cells were
cultivated, stained and imaged on 1.8-cm? coverslips instead of on the bottom well
plate. In addition, we used an automated-scan microscope capable of very fast

image acquisition and the reconstruction of 1-cm? large images. This protocol



allowed us to perform fluorescence quantification and to track easily four types of
phenotypes mediated by the silencing of candidate genes.

We preferred to silence the candidate genes by transient transfection of siRNA
duplexes rather than by generating stables expressing short hairpin RNAs (shRNAs)
to prevent technical difficulties related to time selection and position effect associated
with the establishment of hundreds of shRNA stable clones. However, to ensure the
continued efficiency of siRNA silencing during the whole differentiation stage, we
transfected cells twice with the same siRNA. Assays were done in 10 separate
experiments to knockdown 10 groups of 10 genes in order to minimize the effect of
experimental variability. To eliminate false positives, two distinct siRNAs targeting
either the coding region or the 3'UTR were used for each candidate gene. The
considered phenotypes must be similar for the two siRNAs on one hand, and
different from that of the associated controls on the other hand. Among the 100
silenced genes, we excluded 5 genes showing no phenotype with the two siRNAs
and 35 genes displaying a phenotype with only one siRNA. Three hypotheses could
explain this absence of phenotype: (i) the incomplete target gene suppression due to
non- or partially functional siRNAs, (ii) the functional redundancy that can occur
between candidate genes and their paralogues belonging to the same multigenic
family, (iii) no contribution of these genes in C2C12 myogenesis despite a change in
expression levels during C2C12 differentiation switch and the involvement of their
Drosophila orthologues in muscle [21, 23].

Phenotypic analysis in our protocol was based on two cellular fluorescent markers
(DAPI and myosin) decorating nuclei and myotubes respectively. Quantification of
the decorated surface allowed us to define and analyse four phenotypic criteria
(cellular density, myotube quantity, fusion index, myotube size and morphology). The
first one occurs during the proliferation stage while the others take place during the
differentiation stage. We reasoned that with this set of phenotypic criteria, we were
able to track associated phenotypes of candidate-gene silencing during the whole
C2C12 myogenic process. By scoring these phenotypic changes, we could identify
11 genes involved in the proliferation stage, 37 genes in the differentiation stage and
12 genes in both stages.

We have used in our siRNA-based screen a refined list of 100 candidate genes that
fulfil the following conditions: they don’t have a previously characterized function in

mouse muscle and display a modified expression pattern between proliferating and
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differentiating C2C12 cells [21, 23]. In order to screen genes with evolutionary
conserved physiological function in muscle, we chose only orthologues of specific
muscle genes identified in a Drosophila RNAI screen [31]. It should be emphasized
that we had to use these successive filters for three reasons: to validate the screen,
to identify new myogenic regulators and to characterize the phenotype associated
with silencing of each gene. Indeed, thanks to this choice of genes, our siRNA-based
screen proved its ability to associate knockdown phenotypes to more than half of
candidate genes (60 genes) and gave more accurate idea of their functions during
C2C12 myogenesis. We used a two-step gene classification based on the above-
described phenotypic criteria. For the first step, the analysis was carried out criterion
by criterion leading to the selection of 60 genes. Among them, 19 genes were
selected with our multiple criteria analysis. The remaining 41 genes were not retained
because we decided to score phenotypic changes only when silencing with each of
the two siRNAs showed the same effect for one or several criteria.

Ge et al., 2013 have conducted a similar screen in C2C12 to examine the potential
roles of 129 genes coding for cytokines in skeletal muscle myogenesis [38]. Their
results led to the identification of 29 genes (22%) as novel actors. In comparison, our
study seems to be more efficient since we identified 60 genes (60%) involved in
proliferation and/or differentiation of C2C12 cells. Our newly designed protocol could
explain this difference, in particular the systematic quantification of fluorescence on
large images. It is, however, difficult to compare the percentage of candidate genes
identified in the two screens since Ge et al focused their study on the cytokine super-

family.

5. Conclusions

This functional siRNA-based screen demonstrated the effectiveness of our new
silencing and analysis protocol and allowed us to assign silencing-associated
phenotypes to at least 19 of the 100 candidate genes. 6 of them are essential for
both stages of C2C12 myogenesis and 13 genes are specifically involved in the
differentiation stage. These genes represent strong candidates for in vivo functional

studies.
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Figure captions

Figure 1: Experimental design flowchart of the siRNA-based screen.

C2C12 myoblasts were seeded in growth medium on sterile coverslips putted at the

bottom of 12 well plates. After switch to the differentiation medium, 200 siRNAs
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targeted 100 genes were used to transfect twice these cells during the differentiation
stage. Cells were cultivated during six days, at the end of which they were fixed and
stained by myosin antibody and DAPI. Scan-slide image acquisition, fluorescence

quantification, phenotypic analysis and gene classification were then performed.

Figure 2: Wild type C2C12 cells imaged after myotube- and nuclei staining.

At six days of differentiation, myotubes and nuclei were stained by anti-myosin and
DAPI, respectively. (A) Phase contrast, (B) Myosin immuno-staining (green), (C)
DAPI labelling (blue) and (D) Merge images of the same field. (B) and (C) images
were used to quantify area occupied by myotubes and nuclei, respectively and to
evaluate the size and the morphology of myotubes. Superposed myosin and DAPI
image (D) was used to calculate the fusion index. Magnification was X100 and scale
bar = 300 um

Figure 3: siRNA-silencing analysis of G11, G61 and G64 genes according to
“cellular density” phenotypic criterion.

(A) The pie chart shows gene number for each gene category (B) The bar chart
shows cellular density variation in wild type (control) and G11, G61 and G64 siRNA-
silenced cells. No significant difference was observed for G11 siRNA silencing and
significant differences were observed for G61 and G64 siRNA silencing (C) Images
represent nuclear DAPI labelling (in blue) of wild type C2C12 (control) and G11, G61
and G64 siRNA knocked-down cells. Standard errors were calculated using triplicate
and statistical tests determined significant differences between control and siRNA
silenced cells *** p<0.001 ; ** p<0.01 ; * p<0.05. Magnification was X100 and scale
bar = 300 um

Figure 4: siRNA-silencing analysis of G4, G18 and G91 genes according to
“myotube quantity” phenotypic criterion.

(A) The pie chart shows gene number for each gene category (B). The bar chart
shows myotube quantity variation in wild type (control) and G4, G18 and G91 siRNA-
silenced cells. No significant difference was observed for G4 siRNA silencing and
significant differences were observed for G18 and G91 siRNA silencing (C) Images
represent myosin immuno-staining (in green Alexa 488) of wild type C2C12 (control)

and G4, G18 and G91 siRNA knocked-down cells. Images show obvious
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modifications in myotube size and morphology for the siRNA silencing of the three
genes. Standard errors were calculated using ftriplicate and statistical tests
determined significant differences between control and siRNA silenced cells.

*** p<0.001 ; ** p<0.01 ; * p<0.05. Magnification was X100 and scale bar = 300 um.

Figure 5: siRNA-silencing analysis of G18, G38, G63, G25 and G6 genes
according to “myotube size and morphology” phenotypic criterion.

(A) The pie chart shows gene number for each gene category and for each
phenotype related to the myotube morphology. (B) Measurements of myotube length
and width in control cells and in G25, G38 and G18 siRNA silenced cells. (C) Images
represent myosin immuno-staining (in green Alexa 488) of wild type C2C12 (control)
and G18 (large myotubes), G38 (long myotubes), G63 (thin myotubes), G25 (small
myotubes) and G6 (without phenotype) siRNA knocked-down cells. Standard errors
were calculated using triplicate and statistical tests determined significant differences
between control and siRNA silenced cells *** p<0.001 ; ** p<0.01 ; * p<0.05.
Magnification was X100 and scale bar = 300 ym.

Figure 6: siRNA-silencing analysis of G98, G45 and G1 genes according to
“fusion index” phenotypic criterion.

(A) The pie chart shows gene number for each gene category (B) The bar chart
shows fusion index variation in wild type (control) and G98, G45 and G1 siRNA-
silenced cells. No significant difference was observed for G98 siRNA silencing and
significant differences were observed for G45 and G1 siRNA silencing (C) Merged
images represent nuclear DAPI labelling (in blue) and myosin immuno-staining (in
green Alexa 488) of wild type C2C12 (control) and G98, G45 and G1 siRNA
knocked-down cells. Standard errors were calculated using triplicate and statistical
tests determined significant differences between control and siRNA silenced cells.

*** p<0.001 ; ** p<0.01 ; * p<0.05. Magnification was X100 and scale bar = 300 ym.
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Table 1: Gene names of the 100 preselected genes for the siRNA-based screen.

Table 2: Phenotypic analysis and gene classification of the 100 preselected
genes according to the elimination method.

Firstly, 5 genes for which the two-siRNA inhibition doesn’t show any particular
phenotype were eliminated. Secondly, the phenotypes of silencing by the two siRNA
of the remaining 95 genes were analysed criterion by criterion according to the four
phenotypic criteria: the “myotube quantity”, the “cellular density”, the “fusion index”
and the “myotube size and morphology”. Thirdly, genes for which the silencing by
each of the two siRNA displayed different phenotypes were excluded. 19 genes were
selected, for which the inactivation by the two siRNA displayed the same phenotype
for one, two or three criteria. Six of them are involved in the C2C12 proliferation and
differentiation stages, while the other 13 genes are specifically involved in the
differentiation stage. Finally, the remaining genes were divided into two subgroups:
negative- and positive regulator. The numbers presented in the table represent the

gene number at each step.

Figure S1: Evaluation of siRNA efficiency delivery and silencing

(A) The siRNA delivery efficiency was evaluated by transfecting C2C12 cells with an
siRNA killer that targets ubiquitous cell survival genes leading to C2C12 cell death.
Cell viability assay shows that only 10% of proliferating cells and 40% of
differentiating cells survive after siRNA killer treatment. (B) The siRNA-silencing
efficiency was checked on nine targeted genes, randomly selected among the 100
candidate genes. Transcripts were quantified by quantitative RT-PCR on transfected
cells by two siRNAs and untransfected cells. A significant decrease in siRNA-treated

cells was observed for all the tested genes. *** p<0.001 ; ** p<0.01 ; * p<0.05
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Table 1 supp data: The 200 siRNAs target sequences of the 100 preselected
genes for the siRNA-based screen with product ID and gene name.
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NCBI gene symbc¢siRNA Target Sequence Product Id

1110008P14Rik
1110008P14Rik
2810021B07Rik
2810021B07Rik
2610101N10Rik
2610101N10Rik
Actl6a

Actl6a

Adsl

Adsl

Brix1

Brix1

Ctps

Ctps

Ctu1

Ctu1
D10Wsu52e
D10Wsu52e
Dcakd

Dcakd

Ddx18

Ddx18

Ddx23

Ddx23

Ddx47

Ddx47

Dhx38

Dhx38

Dna2

Dna2

Dnajc19
Dnajc19
Dnajc2

Dnajc2

Dph5

Dph5
Ebna1bp2
Ebna1bp2
Eef1b2

Eef1b2

Eftud2

Eftud2

Ermp1

Ermp1
Fam136a
Fam136a

Fip1i1

Fip1l1

CCGGTGGATGCGGGCACGGAA
CTCCATGTTGGATCAGATCAA
ATGACTAATAGTAATCTCAAA
CTGGGAGTGTGTATCATAGAA
CAGGGAGATTCTCCAACGAAA
AAGAATGAACCCATATTTAAA
ATGGAGATTGATGGTGACAAA
AGAGTTGATGTTTGAGCACTA
CACAAGATTTGCACTGACATA
CACTGCAGATACTATATTAAA
ATGGATCGTAAAGATAAATTA
TACGTTCACCATTCTGGATAA
CAGTGTGGGCACAATACTTAA
CACAGGGAAGATATACCAGTA
CTGGAGAAAGTTTGTTCTGAA
CAACATGAACCTTGAAGTATA
CACCATGAGTCGTAACTACAA
CACGTGGTGGATGGGAAGGAA
CACCCTGAGATCCGCAAGGAA
CACAGTGGTAGTGTACTGTGA
AAGAAGAATTAAAGCAAATTA
CAAATCCTACATAAGAGCATA
GGCCGTGGTATTGATATCCAA
CCCGGAGAAGATGTTGGCCAA
TCGGATCCCTTAATAAGTTTA
TACCTGGTTTATATTCTCAAT
CAGCAGTGAGTTTGCCAAGAA
CAGGCAAATCAACGAGGACAA
AACGCTGGAGTCGCAATCTAA
ATGGTTGAGGTTAACACAGTA
CCGGATTATGCTATTAAATCA
CAGAGGTGGATTTGAACCCAA
CAGGAACTGGAAGATAAGAAA
GAGGAAGAAGTTAGACAGCAA
CACAGTGATCTTATTCTGAGA
TCGCGTGTATCTGGAAGCCTA
ATGGAGAAGTTTGCACATTAA
AAGACAGAAACTGAAGAGTAA
TACGTTGGTATAATCACATCA
CCAGTGGGATATGGAATTAAA
CCGGCTGATCTTGGAGCTGAA
TTCGTAGATTGTTTAATAGAA
ATGGGTTTGATTATACTGGAA
TACAAGGATGTTTGTAATACA
ATCCTAAATATTCATATGCAA
CTGAATCTACAGAGCCTTATA
AAGGATCTAGATGAGAATGAA
CTGGATAATGTTTAAGAAATA

S100783958
S100783965
S100825342
S100825356
S100821807
S100821828
S102694097
S104909282
S100186382
S100186375
S100787451
S100787465
S100962115
S100962129
S100916958
S100916965
S100965461
S100965468
S100865998
S100866012
S100975982
S105171341
S100976129
S102771503
S100976465
S100976472
S100979118
S100979132
S100980707
S100980714
S100806155
S100806176
S100981463
S100981477
S100816942
S100816956
S100989303
S100989317
S100990052
S100990031
S101306095
S101306116
S100968219
S100968233
S100808395
S100808416
S101003205
S101003191



Grcc10
Grcc10
H2afv
H2afv
Hspe1
Hspe1
Ints5
Ints5
Kihi24
Kihi24
Mdn1
Mdn1
Mki67ip
Mki67ip
Mrto4
Mrto4
Mstn
Mstn
Myh7
Myh7
Naa10
Naa10
Ncaph
Ncaph
Nhp2
Nhp2
Nip7
Nip7
Nmt2
Nmt2
Nol8
Nol8
Nop10
Nop10
Nop2
Nop2
Nsmce2
Nsmce2
Nsun4
Nsun4
Nudt21
Nudt21
NvI
Nvl
Osbp2
Osbp2
Otud4
Otud4
Pabpc4

ATGGACGAGGCTAGAGACAAT
CAGCCTGTCAGGCAAGCTGAA
CACGTCACTTACAGCTTGCAA
CAGTGGGAAGGCCAAGGCTAA
CAAAGTAGTTCTAGATGACAA
TCGACTGAAATCACTGTTGAA
CGAGTGCATGCAGGGACTTTA
ACCATCATCTCCCGAGTCCTA
AAGGTCCAATCTTATGACCCA
CAGGATCATCCCATGCTGAAA
CTGGAATTCGGTGAACCCGTA
CCCTGACGACCTGACGTTCAA
TACCTTCAACACTTTCTGAAA
GACTTCTATCATGTAAATTTA
TCCTGCTGTTTGGGTATGAGA
CACCAAGTATACAGAAATGGA
AACAATTACATTTATATAATA
TACACTTATATTTGTATTGTA
AAAGAAGGACTTTGAGTTAAA
CTCAAGCTGCTCAGCAATCTA
CGCCGCGATGAACATCCGCAA
AGCCATGATAGAGAACTTCAA
CACACAGATTACAGAACATTA
AAGAAAGACTTTGAAATTAAT
TGGGATAGAAGTAAATGCTAA
CACTTGTGTGATCATGGTGAA
TTGGGTTCTTATCAACAGAAA
CAGGCTACTTGGAGAGTTCAA
ATGGGTGGTGATACTATGGAA
ATGGATAGATTTAAGAATGTA
AAAGAGCTAAATGAAGATAAA
TAGGGATGATTTCAAATCAAA
CGGCCTATTATCAGCAACCAA
TCGCGTTTATACGCTGAAGAA
CAGGAGCATGAGCGGATCTTA
AAGACGAACAAGGATGAGAAA
CAGGTTCTACCCGTTACATAT
AACTCTGATGCCGACTTTAAA
ACGGGTTGTTGCCGTAATCTA
CGCGGAGATATCGATATAAGA
CTGGTTCAGCTTCAAGAGAAA
CACCCTGGAGCGCACCATTAA
AACGATTTCATTGTTGCTCTA
CACGCCATTGCTGACGTCTAA
AAGGCTATCCGTGTGATGAAA
CGAGTCCAAGCTGGTGCCAAA
TTGGATCATAATGGGAAATTA
CAGTATGAAGTTGGAGATAAA
CCGAAGCCATGCTGTATGAAA

S101058064
S101058057
S101061291
S101061305
S100174076
S102708951
S100786877
S100786884
S104941440
S104941461
S101303092
S101303078
S101313011
S101313025
S100820253
S100820260
S101010975
S101010982
S101321383
S101321404
S100901600
S100901579
S100931007
S100931021
S101329223
S101329237
S100784546
S100784553
S100178633
S102709833
S101329174
S101329167
S101329265
S101329272
S101328978
S101328992
S100784266
S105184655
S100826273
S100826280
S100958720
S104414746
S101333423
S101333430
S101366554
S101366568
S100973154
S100973147
S101368066



Pabpc4
Phf14
Phf14
Phidb2
Phidb2
Pno1
Pno1
Pola2
Pola2
Prim2
Prim2
Prpf4b
Prpf4db
Prpf6
Prpf6
Psma1
Psma1
Pwp1
Pwp1
Rars
Rars
Rbm28
Rbm28
Rcc1
Rcc1
Rnf20
Rnf20
Rnps1
Rnps1
Rpl11
Rpl11
Rpl12
Rpl12
Rplp0
Rplp0
Rsli1d1
Rsl1d1
Rufy3
Rufy3
Sap130
Sap130
Sass6
Sass6
Seh1l
Seh1l
Set
Set
Sf3a3
Sf3a3

CAGCGCGAAGGTGATGCTAGA
CTGAATGAAGATATTCAAGTA
TTTGGAGATATTGATAAATTA
CCCAGAGTTCAGAGCACTTTA
AAAGAGAAGAACAATCTAATA
TAGGATAATTTAAATATGATA
TACGCTTTAACCTGAAATCAA
ACCAGAGACATTGTTTCTATA
CAGATTCAGCCGAGTCCTTAA
CTCGGTGTGAGCTATGTGAAA
AAGATCTTAGACGATGGTTTA
CAGCAGTTTATTATTAATGTA
CCGGAGATCATTATAGGTAAA
TACAAGTAGCTCGAAACCTTA
CTGGAGTCAGAGAACAATGAA
CCAGACTGTTATGCAACTTTA
TCCATTGGAATCGTTGGTAAA
CTGGAATAAGACAGTCAGAAA
CAAGCCAATCTTTACACTTAA
AACAATAAATATATTGACAAA
CTGGGTGTTCTGTGCCATTAA
AAGAAAGGCTAAGGAGAATAA
AAGGCTGAGAACTTAGCTTAA
CTGCATGGATTCGGAAGGGAA
CTGGGCCGTGTACCTGAATTA
TAGAGTGAACATATACTATTA
CCGGAAGTTTGAGGAAATGAA
AAGGATCGATCTAAAGATAAA
AAGGATCATATCATGGAAATA
CAGACTGACCCGGGCAGCCAA
CGGGAGTATGAGTTGCGGAAA
TGCCTCAGCCCTGATCATCAA
CTGGGTCTGTCTCCGAAGAAA
CCGGTCTGGATTTATTTAGTT
TAGCTAGTCTGGGACAAAGAT
AAGCAGAAAGTTACAGAGGAA
CAGACAGAAGGTTTCTATAAA
ATGGAACGAGTTAAAGAAGAA
AACAACAGAATTATTACCTTA
CAGGAAATAGCTAATCAGAAA
CCGGGTCAAAGAGGAGAAGAA
TAGCAGGATGTTTGAAATGTA
CTGAATGTGGTTGATAGACTA
TAGGTTGTGGAAAGCTAATTA
CAGCATCGCGGCGGACCACAA
AAGTTGCTTTGTTACAATAAA
ATGTTTAATTGTGTGGTTTAA
CAGTTGTTTGACATTCCTAAA
CGGCCTGAATATCAACTACAA

S101368073
S101376907
S101376928
S101377446
S101377453
S100803187
S100803208
S101383368
S101383361
S101388184
S101388177
S101389927
S101389934
S100821289
S100821296
S102672131
S102739590
S100814681
S100814688
S102674987
S100223972
S101398292
S104750417
S100949725
S100949732
S102678543
S102699459
S101404347
S101404354
S101405047
S101405054
S101405082
S101405089
S100901502
S100901516
S100816606
S100816620
S100970802
S100970816
S100822507
S100822521
S100827855
S100827862
S101413720
S104957722
S101415386
S101415393
S101415547
S101415554



Sf3b3
Sf3b3
Sf3b5
Sf3b5

Sfpq

Sfpq
Sic7a6os

Slic7a6os
Smarcc2
Smarcc2
Srpr
Srpr
Srsf4
Srsf4
Srsf7
Srsf7
Svil

Svil
Taglin2
Tagln2
Taok1
Taok1
Tbhc1d23
Tbhc1d23
Thoc6
Thoc6
Tmem205
Tmem205
Top2a
Top2a
Trappc2l
Trappc2l
Tsr1
Tsr1
Ufc1
Ufc1
Usp39
Usp39
Utp15
Utp15
Vars
Vars
Wdr18
Wdr18
Wdr43
Wdr43
Wdr46
Wdr46
Yipf7

CTCGGAGATGATGATGAAGAA
TACGTACAAGCTTGTGAACAA
CGCGGACAAGCCCGAGGAGAA
CGGCGCGATGACGGACCGGTA
CTCGGAGGGATTTAAAGCCAA
TCGCGGAAGATCTACAGGGAA
CCGAGGATGGATCCCAAGTAA
GAAGATATTTATGAAGATGAA
CTGGATGAACAGGACGATGAA
CCGATAGTTGATCCTGAGAAA
CACGCTGACCTATGTAGACAA
ATGGCACATTTGATTTCCAAA
CACCTCCAAATCCAAACCCAA
CCCAGCCGCCATGACAGTAAA
AACAACCAATTTAATACCAAA
CCCGCTCAAGGTCGAGATCAA
AGGCGCTTAGAAGGAATAGAA
AGCGGAAAGGATCGCAAGATA
CCCAACTGGTTTCCTAAGAAA
AAGCTTATTAATTCACTGTAT
CTGGATGATAACATCAATTTA
ATGGAGAAACTTATTAAGAAA
CAGGAGGTTGTGATCTTGAAA
AAGGGAGATTCTTTCAAGGAA
TGGGATCTCCGTATAGCCAAA
AGGGTTGGCTTTGGGCAGAAA
ACGCCGGAAGTTCTACCACTA
CAAGGTCTTCCCAGTCTATTT
CACTGTGAAGTTTGTCATAAA
ATCCCTGTTGTTGAACACAAA
CACCGAGGACTACAAGGTATA
CCGGAAGCTGCATAACTCTTA
CACGGTGATTTCCAAATGAAT
CAGGATGGGAGTGGTGAGGAA
CCGGTATGTGGAGAACAACAA
ATGAAAGATTTGGGCCTTGAA
CCCGTACTTGGATACCATTAA
CAAGAGATTTACTAAGAACAA
AACGGAATACTGAGTGTTAAA
ATGGGATATTCCAAACTCTAA
CAGGATTTACCACCAATTAAA
CAGGGCCTCTATGACCAACTA
CGCCTGGGAGCTGCAGCGTAA
CAGATGTTGGGTGGAGCCATA
TGGGACGAAGATGAAGACAAA
AAGAGGAGAGTTGCACAGTAA
CTGGCTTTATATCTACGACAA
ATGGGTGATGTGGTCAACATA
CTAGAGGAACTTGGAATTAAT

S101415638
S101415652
S101415694
S101415701
S105783848
S105783876
S100815682
S100815689
S100861406
S100861413
S101433551
S101433565
S101416170
S101416177
S101416247
S101416268
S102721817
S102677381
S101441251
S101441272
S101441391
S101441398
S100224448
S102695658
S100998410
S100998424
S100917462
S100917476
S101453697
S101453704
S100804286
S100804300
S100910329
S100910336
S100785155
S100785176
S101463777
S101463784
S100910210
S100910217
S101468831
S101468838
S101471239
S101471260
S101471834
S101471848
S100217504
S100217518
S100812357



Yipf7
Zfp276
Zfp276
Zfp322a
Zfp322a

CTGCTTGAAGTGACTTTGCAA
TGGCATGAAGAAGCACATTAA
GAAGATGAGAGTGATAAGAAA
TTGGAGGTACCAAGTAAGAAA
CTGAATGAGGAAAGTTTATTA

S100812364
S101477854
S101477868
S101478526
S101478533



Table 2 supp data: The list of 100 genes preselected for the siRNA-based screen
with name, symbol, and MGI and Ensembl ID for each gene.

MGI Gene/Marker ID Symbol

MGI:1920987
MGI:1861453
MGI:103202

MGI: 1915082
MGI:107184

MGI:1858304
MGI:2385277
MGI:106379

MGI:1915337
M 914192
MGI:1921601
MGI:1915005

MGI:106250
MGI:1913738
MGI:1914149
MGI:1315201
MGI:1924855
MGI:1923578
MGI:1923035
MGI:1926159
MGI:1913558
MGI:1917152
MGI:95691
MGI:2155600
MGI:1915255
MGI:2444777
MGI:1098547
M 913414
MGI:1202298
MGI:1918180
MGI:1913431
MGI:107891
MGI:1915751

MGI:2385206
MGI:1923539

MGI:2444981
MGI:1913499
MGI:99690
MGI:97758
MGI:109584
MGI:1922946
MGI:1347005
MGI:1914735
MGI:1914297
MGI:2655711
MGI:1913989
MGI:1925927
MGI:97960
M 914275
MGI:98002
MGI:1927636
11913659
MGI:106484
MGI:1919782

MGI:1913375
MGI:1918764
MGI:1916951
MGI:1915344
MGI:1914648
MGI:1890577
MGI:1926232
MGI:2147319
MGI:1312985
MGI:1914490
MGI:1914831
MGI:2677480
MGI:3045495
MGI:98790

MGI:1916295
M 144566
MGI:1915208
MGI:1913405
M 07622
MGI:2145443
MGI:90675

G1:2442566

1110008P14Rik
Actléa
Adsl
Brix1
Cct7
Ctps
Ctut
Rtcb
Dcakd
Ddx18
Ddx23
Ddx47
Dhx38
Dna2
Dnajc19
Dnajc2
Dph5
Ebna1bp2
Eeflb2
Eftud2
Ermp1
Fam136a
Fip1l1
Gree10
H2afv
Ints5
Kihi24
Mdn1
Mplkip
Mrto4
Mstn
Myh7
Naa10
Ncaph
Nhp2
Nip7
Nmt2
Nol8
Nop10
Nop2
Nsmce2
Nsun4
Nudt21
Nvl
Osbp2
Otud4
Pabpc4
Phf14
Phidb2
Pno1
Pola2
Prim2
Prpfdb
Prpfé
Psma1
Pwp1
Rars
Rbm28
Rcc1
Rnf20
Rnps1
Rpl11
Rpl12
Rplp0
Rsl1d1
Rufy3
Sap130
Sass6
Seh1l
Set
Sf3a3
S$f3b3
S$f3b5
Sfpq
Slc7a6os
Smarcc2
Srpr
Srsf4
Srsf7
Svil
Taglin2
Taok1
Tbc1d23
Thoc6
Tmem205
Top2a
Trappc2l
Tsr1
U2surp
Ufc1
Usp39
Utp15
Vars
Vipas39
Wdr18
Wdrd3
Wdr46
Yipf7
Zfp276
Zfp322a

Name

RIKEN cDNA 1110008P14 gene

actin-like 6A

adenylosuccinate lyase

BRX1, biogenesis of ribosomes

chaperonin containing Tcp1, subunit 7 (eta)

cytidine 5'-triphosphate synthase

cytosolic thiouridylase subunit 1

RNA 2',3'-cyclic phosphate and 5'-OH ligase

dephospho-CoA kinase domain containing

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 18

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 23

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 47

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38

DNA replication helicase/nuclease 2

DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C19

DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C2

diphthamide biosynthesis 5

EBNA1 binding protein 2

eukaryotic translation elongation factor 1 beta 2

elongation factor Tu GTP binding domain containing 2
i i i 1

family with sequence similarity 136, member A
FIP1 like 1 (S. cerevisiae)
gene rich cluster, C10 gene
H2A histone family, member V
integrator complex subunit 5
kelch-like 24
midasin AAA ATPase 1
M-phase specific PLK1 intereacting protein
mRNA turnover 4, ribosome maturation factor
myostatin
myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta
p y 10, NatA ytic subunit
non-SMC condensin | complex, subunit H
NHP2 ribonucleoprotein
NIP7, nucleolar pre-rRNA processing protein
N-myristoyltransferase 2
nucleolar protein 8
NOP10 ribonucleoprotein
NOP2 nucleolar protein
NSE2/MMS21 homolog, SMC5-SMC6 complex SUMO ligase
NOL1/NOP2/Sun domain family, member 4
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 21
nuclear VCP-like
oxysterol binding protein 2
OTU domain containing 4
poly(A) binding protein, cytoplasmic 4
PHD finger protein 14
pleckstrin homology like domain, family B, member 2
partner of NOB1 homolog
polymerase (DNA directed), alpha 2
DNA primase, p58 subunit
pre-mRNA processing factor 4B
pre-mRNA splicing factor 6
proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type 1
PWP1 homolog, endonuclein
arginyl-tRNA synthetase
RNA binding motif protein 28
gul of chr ion 1
ring finger protein 20
ribonucleic acid binding protein S1
ribosomal protein L11
ribosomal protein L12
ribosomal protein, large, PO
il L1 domain ining 1
RUN and FYVE domain containing 3
Sin3A associated protein
SAS-6 centriolar assembly protein
SEH1-like (S. cerevisiae
SET nuclear oncogene
splicing factor 3a, subunit 3
splicing factor 3b, subunit 3
splicing factor 3b, subunit 5

splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidine tract binding protein associated)

solute carrier family 7, member 6 opposite strand

SWI/SNF related, matrix iated, actin r

signal recognition particle receptor (‘docking protein')

serine/arginine-rich splicing factor 4

serine/arginine-rich splicing factor 7

supervillin

transgelin 2

TAO kinase 1

TBC1 domain family, member 23

THO complex 6

transmembrane protein 205

topoisomerase (DNA) Il alpha

trafficking protein particle complex 2-like

TSR1 20S rRNA accumulation

U2 snRNP-associated SURP domain containing
iquitin-fold modifier ji ing enzyme 1

ubiquitin specific peptidase 39

UTP15 small subunit processome component

valyl-tRNA synthetase

of

VPS33B interacting protein, apical polarity reg
WD repeat domain 18

WD repeat domain 43

WD repeat domain 46

Yip1 domain family, member 7

zinc finger protein (C2H2 type) 276

zinc finger protein 322A

, spe-39 h

Ensembl ID

ENSMUSG00000039195
ENSMUSG00000027671
ENSMUSG00000022407
ENSMUSG00000022247
ENSMUSG00000030007
ENSMUSG00000028633
ENSMUSG00000038888
ENSMUSG00000001783
ENSMUSG00000020935
ENSMUSG00000001674
ENSMUSG00000003360
ENSMUSG00000030204
ENSMUSG00000037993
ENSMUSG00000036875
ENSMUSG00000027679
ENSMUSG00000029014
ENSMUSG00000033554
ENSMUSG00000028729
ENSMUSG00000025967
ENSMUSG00000020929
ENSMUSG00000046324
ENSMUSG00000057497
ENSMUSG00000029227
ENSMUSG00000072772
ENSMUSG00000041126
ENSMUSG00000071652
ENSMUSG00000062901
ENSMUSG00000058006
ENSMUSG00000012429
ENSMUSG00000028741
ENSMUSG00000026100
ENSMUSG00000053093
ENSMUSG00000031388
ENSMUSG00000034906
ENSMUSG00000001056
ENSMUSG00000031917
ENSMUSG00000026643
ENSMUSG00000021392
ENSMUSG00000027133
ENSMUSG00000038279
ENSMUSG00000059586
ENSMUSG00000028706
ENSMUSG00000031754
ENSMUSG00000026516
ENSMUSG00000020435
ENSMUSG00000036990
ENSMUSG00000011257
ENSMUSG00000029629
ENSMUSG00000033149
ENSMUSG00000020116
ENSMUSG00000024833
ENSMUSG00000026134
ENSMUSG00000021413
ENSMUSG00000002455
ENSMUSG00000030751
ENSMUSG00000001785
ENSMUSG00000018848
ENSMUSG00000029701
ENSMUSG00000028896
ENSMUSG00000028309
ENSMUSG00000034681
ENSMUSG00000059291
ENSMUSG00000038900
ENSMUSG00000067274
ENSMUSG00000005846
ENSMUSG00000029291
ENSMUSG00000024260
ENSMUSG00000027959
ENSMUSG00000079614
ENSMUSG00000054766
ENSMUSG00000028902
ENSMUSG00000033732
ENSMUSG00000078348
ENSMUSG00000028820
ENSMUSG00000033106

¢, member ENSMUSG00000025369

ENSMUSG00000032042
ENSMUSG00000028911
ENSMUSG00000024097
ENSMUSG00000024236
ENSMUSG00000026547
ENSMUSG00000017291
ENSMUSG00000022749
ENSMUSG00000041319
ENSMUSG00000040883
ENSMUSG00000020914
ENSMUSG00000015013
ENSMUSG00000038335
ENSMUSG00000032407
ENSMUSG00000062963
ENSMUSG00000056305
ENSMUSG00000041747
ENSMUSG00000007029
ENSMUSG00000021038
ENSMUSG00000035754
ENSMUSG00000041057
ENSMUSG00000024312
ENSMUSG00000029158
ENSMUSG00000001065
ENSMUSG00000046351
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RESUME

La myogénése est un processus multi-étapes hautement régulé impliquant la prolifération et la
différenciation de myoblastes. Bien que la myogenese ait été largement décrite, les
mécanismes de régulation qui régissent ce processus complexe sont encore mal connus,
notamment les réseaux de genes et les interactions potentielles entre les voies de signalisation
impliquées. Afin d'identifier de nouveaux génes jouant un rble dans la différenciation
myogénique, j'ai mis en place un nouveau protocole in vitro, basé sur la lignée myoblastique
C2C12, l'utilisation de I'ARN interférence et l'analyse quantitative d'images d'une grande
quantité de myoblastes différenciés. J'ai pu inactiver une centaine de génes et par une analyse
quantitative de la densité cellulaire, de la quantité de myotubes, de la morphologie du myotube
et de l'indice de fusion, j'ai pu montrer que six genes parmi les 100 sont impliqués a la fois dans
la prolifération et la différenciation des cellules C2C12 et 13 genes jouant un réle uniquement
dans I'étape de différenciation. Nos résultats montrent que notre crible peut étre un outil efficace
pour détecter aussi bien les phénotypes subtils permettant l'identification de nouveaux
régulateurs myogéniques chez les mammiféres.

Mots clés : Crible, ARNi, Prolifération, Différenciation myogénique
ABSTRACT

Myogenesis is a highly regulated multi-step process involving myoblast proliferation and
differentiation. Although studies over the last decades have identified several factors governing
these distinct major phases, many of them are not yet known. In order to identify novel genes,
we took advantage of the C2C12 myoblastic line to establish a functional siRNA screen
combined with quantitative-imaging analysis of a large amount of differentiated myoblasts. We
knocked down 100 mouse-preselected genes without a previously characterized role in muscle.
Using image analysis, we tracked gene-silencing phenotypes by quantitative assessment of
cellular density, myotube quantity, myotube morphology and fusion index. Our results have
revealed six genes involved in both stages of C1C12 myogenesis and 13 genes specific to the
differentiation stage. These findings prove that our RNAi-based screen could be an efficient tool
to detect clear and subtle phenotypes allowing the identification of new myogenic regulators in
Mammals.

Keywords: Screen, RNAI, Proliferation, Myogenic differentiation
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