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CONTEXTE ET OBJECTIFS

e projet de these trouve sa source dans les travaux menés de longue date par

I'équipe du docteur Laurent Ségalat, travaux visant a utiliser le modele animal C.

elegans pour comprendre les mécanismes de dégénérescence survenant chez les
patients atteints de la myopathie de Duchenne, mais aussi a l'utiliser comme outil de criblage
de médicaments. En effet, bien qu’il existe probablement, dans les molécules disponibles a ce
jour, des composés qui pourraient étre bénéfiques aux patients souffrants de maladies rares,
neuromusculaires et non neuromusculaires, ceux-ci sont difficiles a identifier, faute d’outil de
criblage approprié. Les myopathies dégénératives sont une parfaite illustration de cette
situation : les modeles cellulaires existant ne sont pas assez pertinents au regard de la maladie
pour étre utilis€és comme outil de criblage médicamenteux avec un degré de confiance
acceptable. Pour compenser 1’absence de modele cellulaire exploitable dans une optique de
criblage, 1'équipe de Laurent Ségalat a proposé des 2001 le recours a des modeles animaux
simples et peu coliteux, tel que le nématode C. elegans qui possede des muscles présentant de
nombreuses similarités avec ceux des vertébrés, en dépit de leur éloignement dans la
phylogénie (1, 2). Des 2003, 1'équipe de Laurent Ségalat a validé ce concept avec la
myopathie de Duchenne en montrant que le traitement de référence délivré aux patients, la
Prednisone, est actif sur des nématodes dépourvus de dystrophine (3). L'utilisation de cette
approche pour identifier de nouvelles pistes thérapeutiques a alors éveillé 1'intérét de ' AFM
(Association Francgaise contre les Myopathies). De plus, la simplicité du nématode devrait
nous permettre d'apporter rapidement, et a moindre coit, des éléments de réponse quant au(x)
mécanisme(s) d'action de ces composés, et par la méme mieux comprendre les mécanismes

dégénératifs observés dans ces maladies rares.

Une réflexion a alors été menée entre Laurent Ségalat et la direction de I'AFM a partir
du congres AFM 2005 a Nantes, pour étudier comment pouvait étre implémentée une telle
stratégie a une échelle qui dépasse les cadences artisanales initiales, et qui puisse avoir un
impact réel sur la découverte médicamenteuse pour les maladies rares. Ce projet a finalement

débuté officiellement au 1 Décembre 2006.



CONTEXTE ET OBJECTIFS

Le but initial de ce projet est donc d’utiliser le modele nématode C . elegans afin de
rechercher, dans la pharmacopée existante et dans des chimiothéques appropriées, des
médicaments actifs contre plusieurs maladies génétiques neuromusculaires, et de caractériser
leur mode d’action. Le choix des maladies a traiter a été guidé par plusieurs criteres,

1) physiopathologie complexe et/ou mal comprise excluant le développement a court
terme de médicaments sur une base rationnelle,

ii) peu d’espoir de thérapie génique/cellulaire a court terme,

i) conservation chez C. elegans du geéne relié a la maladie,

iv) phénotype exploitable chez C. elegans.

Mon travail a donc consisté a 1) développer et optimiser des modeles nématodes
reproduisant certains mécanismes retrouvés dans 3 maladies neuromusculaires, la myopathie
de Duchenne (DMD) (modele déja validé au laboratoire), la maladie de Schwartz-Jampel de
type I et I’amyotrophie spinale (SMA), 2) mettre en place des méthodes de criblage robustes,
reproductibles, et transversales a d'autres maladies, permettant de tester un grand nombre de
molécules chimiques ; avec le but ultime d'identifier des composés actifs susceptibles de
ralentir 'apparition de ces maladies chez 'homme, 3) apporter des éléments de réponse quant

aux mécanismes d'actions des composés les plus prometteurs.
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

I.  Caenorhabditis elegans comme modele d'étude

Caenorhabditis elegans est un ver bactériophage, qui vit dans le sol a 1'état sauvage. Il a
été introduit dans les laboratoires de génétique dans les années 1960 par Sydney Brenner
comme modele d'étude de la biologie du développement et du fonctionnement du systeéme
nerveux. Ce choix fut motivé par la simplicité générale de cet organisme, sa facilité d'élevage,
et sa transparence. Cette derniere caractéristique était particulierement attractive a I'époque,
car un simple microscope suffisait a observer in vivo les différents événements survenant lors
du développement. Quarante ans apres son introduction dans les laboratoires, C. elegans fait
partie des organismes les plus completement décrits. Il a été notamment le premier animal
dont le génome a été enticrement séquencé (The C. elegans sequencing consortium, 1998). De
plus, les différentes recherches de Sydney Brenner, John Sulston et Bob Horvitz menées sur

cet organisme leur ont valu le prix Nobel en 2002.

1. Généralités et physiologie C. elegans

1.1. Un animal de petite taille et facile a élever en grand nombre

C. elegans est un nématode d'environ 1 mm de long pour 80 ym de diametre a 1'état
adulte. Il existe deux formes sexuées : les hermaphrodites et les males (fig. 1). Dans des
conditions favorables, les males apparaissent dans la population avec une fréquence tres faible
(0,05%) (4). Cette fréquence peut étre augmentée par des stress environnementaux, tel un
choc thermique (5). Ces males sont généralement utilisés pour croiser des souches entre elles
et ainsi introduire de nouveaux alleles. Les différentes populations de C. elegans sont donc
essentiellement constituées d'animaux hermaphrodites, se reproduisant par autofécondation
avec une descendance d'environ 250 individus ; cette caractéristique facilite 1'entretien des
souches (4, 6).

La culture de C. elegans au sein des laboratoires est tres facile. Elle se réalise en
routine sur des boites de Pétri contenant un milieu gélosé, recouvert par un fin tapis bactérien
(Escherichia coli) servant de nourriture (5, 7).

Un énorme avantage de cet animal pour la communauté scientifique, est sa capacité a
résister a la congélation. Les animaux sont alors placés dans un milieu cryoprotecteur

(glycérol) et congelés a -80°C ou dans 1'azote liquide (8). Toutes nouvelles souches obtenues
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dans les différents laboratoires peuvent alors étre stockées et mises a la dispositon de la
communauté en fonction des besoins. Le Caenorhabditis Genetics Center

(http://www.cbs.umn.edu/CGC), par exemple, centralise les différentes souches connues et les

met a disposition des chercheurs.

100 pm

Distal gonad

Proctodeum

-~
Intestine g

Vas deferens
Seminal vesicle

erus

Proximal gonad

Figure 1 : Le nématode Caenorhabditis elegans. Animal adulte hermaphrodite (A) et male (B).

Images adaptées d'illustrations obtenues sur le site http://www.wormatlas.org.

1.2. Cycle de reproduction et étapes du développement

Cet animal présente un cycle de vie tres court et dépendant de la température, ainsi son
temps de génération est de seulement 3 jours a 23°C et de 5 jours a 15°C. Avant d'atteindre le
stade adulte, son développement passe par un stade embryonnaire et quatre stades larvaires
(L1 a L4) séparés par des mues (fig. 2) (4, 6). A la fin du stade larvaire L2, les larves peuvent,
soit s'engager dans un développement normal en conditions favorables soit, soumises a un
stress environnemental (absence de nourriture par exemple) entrer dans un stade dit de dauer
(L2d) pour survivre. C. elegans peut ainsi bloquer son développement pendant une durée

allant jusqu'a 4 mois afin d'attendre des conditions plus favorables a sa propagation. Ces

larves L.2d muent alors en larves L4 pour reprendre un cycle normal.
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Figure 2 : Cycle du développement du nématode C. elegans. lllustration tirée

du site http://www.wormatlas.org.

1.3. Généralités anatomiques

C. elegans est un ver cylindrique non segmenté entouré d'une cuticule tres résistante et

relativement imperméable, constituée en grande partie de collagéne. Sous cette protection vis

a vis de l'environnement se trouve 1'hypoderme, les muscles et les organes internes (4). Les

organes internes sont sommaires et se composent d'un tube digestif précédé du pharynx et de

'appareil reproducteur. Le systetme nerveux de cet animal est aussi rudimentaire. La plupart

des neurones sont regroupés au niveau du pharynx, se projetant en 2 grandes cordes,

nommées Ventral et Dorsal Nerve Cord (VNC et DNC). Le syst¢tme musculaire est constitué

de muscles striés et de muscles lisses. Les muscles et le syst¢tme nerveux de C. elegans sont

décrits plus amplement dans la suite de ce manuscrit. Chez les hermaphrodites, I'appareil
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reproducteur est constitué de deux gonades symétriques. Les ovocytes sont produits dans les
ovaires (gonade distale), passent a travers les spermatheques (gonades proximales) ou ils sont
fécondés par les spermatozoides (fig. 1). Les oeufs aboutissent alors dans l'utérus situé au
centre de l'animal, et sont ensuite expulsés par les muscles de la vulve. Chez les méles, une
seule gonade est présente, se prolongeant par le vas deferens et le protodeum au niveau de la

queue de 1'individu méle, constituant l'appareil copulatoire (fig. 1).

Une particularité et un grand avantage de cet animal réside dans son développement
invariant. Des la premiere division, les cellules filles adoptent une destinée cellulaire précise,
qui reste la méme d'un individu a l'autre. Son plan de développement a été entierement décrit
(5). De plus, C. elegans possede un nombre invariant de cellules somatiques. En effet,
I'hermaphrodite adulte est constitué de 959 cellules somatiques et de 1031 pour le male (4, 9).
Chez 1'hermaphrodite, ces cellules sont constituées, entre autres, de 111 cellules musculaires,
302 neurones, 34 cellules intestinales et 213 cellules épidermiques. Il est a noter que, en plus
de leur nombre invariant, ces cellules ne sont pas capables de se régénérer ; 1'ablation d'un
neurone ou tout autre cellule permet d'en étudier son role dans l'organisme (10). Néanmoins,
cet avantage est aussi un défaut car des études sur la régénération des tissus ne peuvent pas

étre entreprises avec cet animal.

Les détails anatomiques et moléculaires de I'appareil neuromusculaire de ce nématode

feront I'objet d'une description plus approfondie dans le chapitre II.

14. Voies d'entrées des molécules présentes dans son environnement

Dans la recherche de composés bioactifs, la méthode d'administration des composés est
un élément important. Généralement, avec cet animal les éléments a tester sont mélangés au
milieu de culture, qu'il soit solide ou liquide. En fonction de leurs propriétés physico-
chimiques, ces composés peuvent alors pénétrer dans l'animal par 3 voies distinctes : par
ingestion, par diffusion au travers de la cuticule, qui est peu perméable, et par capture via le

prolongement de certains neurones sensoriels (11-13).
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Figure 3 : Voies d'entrée des molécules présentes dans l'environnement de C. elegans.
Les molécules présentes dans l'environnement peuvent entrer dans l'animal par 3 routes
distinctes (Ingestion, diffusion au travers de la cuticule et/ou par capture via certains neurones
sensoriels). L'administration par ingestion est un processus lent (de 1'ordre de la minute) qui
peut se décomposer en plusieurs étapes. a. Les neurones chémo-sensitifs renseignent 1'animal
sur les composés appropriés a ingérer. Par exemple les composés présentant une odeur ou un
golt percu par l'animal comme déplaisant ne seront pas ingérés efficacement, ils peuvent
néanmoins diffuser au travers de la cuticule si leurs propriétés le permettent. b. Le composé
est aspiré par le pharynx. L'activité du pharynx est controlée par le syst¢tme nerveux et peut
varier en fonction de I'état de satiété de I'animal et de la disponibilité de nourriture dans son
environnement proche. ¢. Une fois un composé ingéré, il pénetre dans la cavité de l'intestin ou
il est absorbé par les cellules intestinales de facon passive et/ou active via certains
transporteurs. d. Le composé une fois absorbé, diffuse dans le corps de l'animal. e. La drogue
atteint finalement sa cible. Dans I'exemple de la figure 3, la drogue se fixe sur les récepteurs
synaptiques du systéme nerveux central, entrainant une réponse comportementale telle que la

réduction de l'activité de son pharynx. Image adaptée de Kaletta et Hengartner, 2006.
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2. Génome et outils moléculaires

2.1. Génome et ressources génomiques

Le génome de C. elegans est diploide et constitué de 5 autosomes (I, II, III, IV, V) et

d'un chromosome sexuel X (les hermaphrodites sont XX et les méles XO). Il comprend 97

mégabases dont la totalité a été clonée dans des cosmides (environ 40 kb) et des YACs (100 a

600 kb). Ces vecteurs ont été ordonnés les uns par rapports aux autres afin d'établir une carte

physique complete (14). L'analyse des ORFs (Open Reading Frame) a permis d'estimer le
nombre de genes a environ 17300 (15).

Les différentes ORFs de C. elegans ainsi que leurs annotations sont accessibles sur le

site http://wormbase.org. Wormbase centralise aussi un grand nombre d'informations relatives

a la génétique de cet animal avec le but ultime de caractériser chacun des génes identifiés de

son génome.

2.2.  Outils moléculaires

La simplicité et la rapidité de culture de ce nématode couplé a la puissance de ses
outils moléculaires ont conduit a d'importantes découvertes durant ces 30 dernieres années,
dont la découverte des processus d'ARN interférence (RNAi) récompensée par a un prix
Nobel. Les approches génétiques conduites avec cet organisme peuvent se concevoir dans
deux directions :

- La génétique inverse qui va du géne au phénotype. Un gene déterminé est inactivé de
facon transitoire ou permanente afin de déterminer le role de ce gene dans 1'organisme.

- La génétique classique qui se base sur l'observation d'un phénotype pour remonter
jusqu'au gene impliqué. La plupart des études menées avec cette approche se basent sur des
mutageneses  aléatoires entrainées par l'exposition des individus a I'EMS
(éthylméthanesulfonate). Ce produit chimique entraine des mutations ponctuelles et des
délétions dans le génome (16). Les animaux présentant un phénotype recherché, ou non, sont
alors isolés pour permettre 1'identification du géne impliqué dans 1'apparition de ce phénotype.

La mutation est alors généralement localisée par mapping et le géne touché identifié (17).
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2.2.1. Création de mutants

Chez C. elegans, il n'est pas possible, a ce jour, de créer des mutations dirigées (cibler
un gene), néanmoins de nombreux mutants ont été générés et identifiés via leur phénotype
lors de cribles basés sur la mutagenese aléatoire (16). La plupart de ces mutants sont
disponibles au CGC. En parallele, la communauté scientifique déploit de nombreux efforts
afin de muter chacun des genes identifiés du génome de C. elegans. Par exemple, le projet
NemaGENETAG utilise la technologie des transposons pour tenter de générer des mutations

dans chacun de ses genes (18).

2.2.2. ARN interférence (RNAi)

A la différence du caractére permanent des mutations engendrées par des agents
mutagenes, le RNAi est une méthode transitoire d'inactivation de I'expression des genes. Cette
technologie a été découverte chez C. elegans en 1998 (19). Elle est depuis utilisée avec de
nombreux organismes.

Cette technologie consiste chez C. elegans en l'introduction artificielle d' ARN double
brin, déclenchant un mécanisme catalytique qui dégrade sélectivement les ARNSs
correspondants a la séquence introduite (20).

Les ARN double brin peuvent étre introduits de 3 facons distinctes chez C. elegans. 1)
Par injection d'un plasmide capable de produire un double brin d'ARN spécifique du transcrit
a dégrader, le plasmide se transmet alors via les cellules germinales (19). Il faut noter que
cette technique ne permet pas de toucher toutes les cellules car le plasmide se transmet de
facon hétérogene et aléatoire, ii) par immersion dans une solution chargée en ARNdb (21). iii)
ou par ingestion de bactéries préalablement modifiées pour exprimer I'ARNdb désiré (22).
Cette derniere technique est particulierement pratique car il suffit de remplacer la souche
d'Escherichia coli couramment utilisée comme source de nourriture par ces souches
préalablement transformées, tous les animaux sont alors touchés par le processus
d'interférence.

L’utilisation de cette technique est rendue encore plus aisée depuis que le laboratoire de Julie
Ahringer a inséré la séquence de la plupart des genes prédits de C. elegans (87%, 16,757
souches bactériennes) dans des plasmides 14440, transformés ensuite dans des bactéries
HT115 (DE3). Cette souche de bactéries est incapable de détruire les ARN double brin, le
gene de la RNaselll ayant été inactivé par 1’insertion d’un transposon comportant le gene de

résistance a la tétracycline. Elles possedent, en outre, le gene de la T7 polymérase, dont
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I’expression est inductible par I'IPTG. Ainsi ’application d’IPTG sur ces bactéries induit
I’expression de la polymérase T7, qui prent en charge la transcription des ARNdb. On peut
acquérir cette banque de clones bactériens auprées de la société Geneservice

(http://www.geneservice.co.uk). Elle se présente sous la forme de 50 plaques de 384 puits, ou

chaque puits contient un clone bactérien spécifique d’un gene. Cette banque est d'ailleurs

couramment utilisée pour mener des cribles recouvrant la globalité du génome (23, 24).

2.2.3. Transgénese

La transgénese correspond a l'introduction de matériel génétique étranger au génome
de 'animal. Elle se réalise généralement par microinjection de 'ADN exogene dans la partie
syncitiale de la gonade de I'hermaphrodite adulte (Figure 4) (25). L'ADN injecté entre ainsi
dans les ovocytes, mais ne s'integre généralement pas dans les chromosomes. Le matériel
injecté peut par contre étre coupé et ligué, ce qui aboutit a la formation de "minichromosome"
contenant de multiples copies de I'ADN injecté. Ce dernier est alors reconnu par les

machineries de réplication et de disjonction des chromosomes a la mitose (25).

injection dans la lignée germinale syncytiale

ovaire

Figure 4 : Introduction d'ADN exogene (Transgénese) par microinjection. Le matériel
génétique est injecté dans la partie syncitiale de la gonade d'un jeune adulte hermaphrodite.
Dans 0,1 % des cas, 'ADN s'integre au hasard dans le génome des embryons. Dans 1 a 10 %

des cas, les molécules d'ADN injectées se concatémérisent et forment un minichromosome
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capable d'étre pris en charge par la machinerie de réplication (D'aprés Mello et al., 1991 et
1995).

Afin d'identifier les animaux présentant une expression stable et transmise aux
descendants, le matériel génétique a injecter est couplé a un marqueur de transformation, un
gene codant pour une protéine fluorescente sous controle d'un promoteur tissu spécifique, par
exemple. Les animaux fluorescents sont alors sélectionnés et les individus présentant une

transmission stable sont amplifiés et conservés.

Cette technique est utilisée entre autres pour :

- Réaliser des études d'homologie entre especes : Par exemple, une souche mutée pour
un gene donné peut étre transformée avec 'ADN correspondant au géne homologue
humain pour voir si leurs fonctions sont identiques. Le groupe de Laurent Ségalat a
ainsi montré que le geéne codant la dystrophine humaine permettait aux mutants

dystrophine (dys-1) de retrouver un phénotype sauvage (26).

- Etudier la structure/fonction des genes : Un geéne présentant des mutations dans des

points clés de sa séquence est injecté dans une souche mutée pour ce méme gene. Les
régions importantes pour le gene, tel que les sites actifs, peuvent alors étre identifiées

ou confirmées.

- Mettre en évidence un tissu in vivo et étudier l'expression des geénes : On peut, par

exemple, cloner la région promotrice d'un gene donné (environ 3 kb incluant le codon
start et le début de la séquence) et la fusionner avec une protéine fluorescente comme
la GFP (Green Fluorescent Protein) (27). La localisation de la GFP permet alors de
déterminer dans quel tissu et a quel moment du développement ce promoteur est actif.
Cette technique peut aussi €tre utilisée pour mettre en évidence un tissu ou une
protéine, les analyses peuvent alors s'effectuer in vivo. Cette derniere technologie est
particulierement intéressante car les techniques d'immunocytochimie sont souvent

longues et difficiles a mener chez C. elegans.
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II. L'unité motrice chez les mammiferes

Ce chapitre présente les différentes structures anatomiques et moléculaires de 1'appareil
neuromusculaire, ou unité motrice. Cette présentation ne prétend pas étre exhaustive, elle sert
de base pour mettre en évidence les éléments importants nécessaires a la compréhension de ce
manuscrit. Elle permet aussi de comprendre les similarités et les différences de cette partie

anatomique entre les mammiferes et le nématode C. elegans.

1. Vue schématique de 1'unité motrice des mammiferes

Une unité motrice est constituée d'un motoneurone se prolongeant par un axone
permettant de véhiculer 1'influx nerveux (le potentiel d'action). Cet axone se projette en
terminaisons nerveuses permettant de transmettre l'ordre de mouvement aux fibres

musculaires via la libération de neurotransmetteurs, dont d'acétylcholine (fig. S et fig. 6).

Lors d'un mouvement volontaire, un influx nerveux, provenant du syst¢me nerveux
central (SNC), vient stimuler le motoneurone (fig. 5.1). Plusieurs types de récepteurs existent
a la surface de ces motoneurones mais ne seront pas décrits dans ce manuscrit. Le signal est
alors traité, et dans le cas d'une stimulation, un potentiel d'action (dépolarisation
membranaire) est généré et se propage le long de I'axone (fig. 5.2). Ce potentiel d'action finit
par atteindre les terminaisons nerveuses et entraine la libération de vésicules renfermant le
neurotransmetteur, 1'acétylcholine par exemple, le signal électrique se transforme alors en
signal chimique (fig. 5.3). L'acétylcholine, une fois dans la fente synaptique, se fixe sur les
récepteurs situés sur la membrane des cellules musculaires (le sarcolemme), transmettant
l'ordre de mouvement aux unités contractiles (les sarcomeres) par l'intermédiaire d'une
cascade signalétique impliquant une libération massive de calcium (fig. 5.4 et fig. 6). Une fois
le mouvement exécuté, des nerfs sensitifs renseignent les motoneurones sur I'état de
contraction du muscle (fig. 5.5). Les motoneurones peuvent ainsi renvoyer des influx nerveux
aux muscles sans intervention du SNC. Cette caractéristique permet d'adapter la contraction
musculaire au mouvement désiré mais aussi d'effectuer des mouvements réflexes, en réponse
a un étirement par exemple. Les détails des étapes clés et des structures impliquées seront

présentées dans les paragraphes suivants.
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Systéme Nerveux Central
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Figure 5 : Représentation schématique de 1'unité motrice des mammiferes. Une unité
motrice est constituée d'un motoneurone se prolongeant par un axone permettant de véhiculer
l'influx nerveux (le potentiel d'action). Cet axone se projette en terminaisons nerveuses
capables de libérer un neurotransmetteur, tel que l'acétylcholine, au niveau des fibres
musculaires ; ce signal entrainera alors une libération massive de calcium dans le cytoplasme
des cellules musculaires (sarcoplasme). Cette augmentation de calcium sarcoplasmique se
traduira par un rétrécissement des unités contractiles (Les sarcomeres). Images adaptées de

http://www frca.co.uk et http://www.uni-saarland.de/.
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des filaments, les filaments fins (actine) sont tirds
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des filaments épals. Ce glissement raccourcit le sascomére
et provoque [a contraction (a).
Le glissement est possible par la succession de création
et de rupture des ponts actine-myosine, ces ponts
se rompant simultanément pour se rattacher au site sulvant,
permettant ainsi le mouvement. La rupture de tous les ponts
permet la relaxation des myofibrilles (b).

Figure 6 : Succession d'évenements conduisant a la contraction musculaire suite a une libération

d'acétylcholine au niveau des jonctions neuromusculaire. Image adaptée de la bibliothéque de I'AFM .
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2. Les motoneurones

Les motoneurones constituent la voie de sortie du systeme nerveux central de tout acte
moteur. Les corps cellulaires des motoneurones sont localisés dans le tronc cérébral et dans la
corne ventrale de la substance grise de la moelle épiniere (28). Chaque motoneurone se
prolonge par un axone pour aller innerver les fibres musculaires d'un muscle (fig. 5, 6 et 7).
Arrivés aux muscles, les axones se divisent en fibres terminales (20 a 100) et chacune d'elle
innervera une seule fibre musculaire (29). On distingue trois types de motoneurones: les
motoneurones alpha, qui innervent les fibres musculaires responsables de la contraction, les
motoneurones gamma, qui innervent les fuseaux neuromusculaires et qui sont sensibles a
I'étirement, enfin les motoneurones béta, qui innervent les deux types de fibres (28). Chez les
patients atteints d'amyotrophie spinale, on observe une dégénérescence des ces motoneurones
(30). L'ordre de mouvement ne peut plus atteindre le muscle qui devient inactif. Les muscles
innervés par ces motoneurones finissent par s’affaiblir, puis s’atrophient et se rétractent,
conduisant a une atrophie sévere (30). Il faut noter que I'apparition de 1'atrophie musculaire
n'est pas aussi simple, et sera plus longuement débattue dans le chapitre dédié a I'amyotrophie

spinale. Le géne impliqué dans cette pathologie est appelé survival motor neuron (SMN).

Dendrite

Bouton terminal _
de l'axone ™~

Soma (corps cellulaire)
— Noyau \

Gaine Axone
de myéline

Figure 7 : Représentation schématique d'un motoneurone. Image tirée de
la bibliotheque de I'AFM.
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3. La jonction neuromusculaire, I'acétylcholine et la libération de calcium

3.1. La jonction neuromusculaire et la libération de 1'acétylcholine

La jonction neuromusculaire est composée de la terminaison nerveuse d'un
motoneurone (compartiment présynaptique), de la fente synaptique et de la membrane
plasmique de la cellule musculaire innervée (le sarcolemme) (29). On retrouve dans le
compartiment présynaptique des vésicules renfermants le neurotransmetteur acétylcholine. Ce
neurotransmetteur est produit par les motoneurones grace a I'enzyme choline acetyltransférase
(fig. 8) (31). Lorsqu'un potentiel d'action parvient dans ces terminaisons nerveuses, il entraine
l'ouverture de canaux calciques voltage dépendants (32, 33). Suite a ce signal, par un
phénomene d'exocytose, les vésicules fusionnent alors avec la membrane présynaptique pour
libérer 1'acétylcholine dans la fente synaptique (fig. 8) (28).

L'acétylcholine libérée dans la fente synaptique sera, soit hydrolysée par l'enzyme
acétylcholinestérase, soit capable de se fixer sur des récepteurs cholinergiques (nicotiniques)
situés sur la membrane de la cellule musculaire (le sarcolemme) (28, 29). La distribution, la
structure et l'intégrité de ces récepteurs sont dépendantes de plusieurs complexes protéiques
(Pour revue voir (34)). La fixation de I'acétylcholine entraine un changement de conformation
de ces récepteurs qui deviennent perméables aux ions sodium et potassium. Il s'ensuit une
entrée de sodium et une sortie de potassium générant un potentiel membranaire (fig. 8) (28).
Ce potentiel parcourt alors le sarcolemme jusqu'aux tubules T (fig. 6). Ces tubules sont des
invaginations du sarcolemme dans le cytoplasme (sarcoplasme) de la cellule musculaire. Ces
tubules regroupent un grand nombre de canaux calciques voltage dépendants et permettent
d'optimiser la réponse a la libération d'acétylcholine (35). Ces canaux sont essentiellement
représentés par les DHPR (Dihydropyridine receptor) qui sont des canaux calciques voltage
dépendants de type L (36). Leur ouverture entrainera une entrée massive de calcium dans le

sarcoplasme via plusieurs processus décrits dans le paragraphe suivant.
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Figure 8 : La jonction neuromusculaire et la libération d'acétylcholine. La
fixation d'acétylcholine sur les récepteurs cholinergiques (nicotinique) se traduira par
la génération d'un potentiel de membrane se propageant le long du sarcolemme

jusqu'aux tubules T. Image adaptée de http://lecerveau.mcgill.com.

3.2. Lalibération du calcium

Dans les muscles striés le couplage excitation-contraction est dépendant des
mécanismes de libération et de recapture du calcium contenu dans le réticulum
sarcoplasmique (37). Ce réticulum est retrouvé dans le sarcoplasme agencé autour des tubules
T (fig. 6 et 9). Suite a la dépolarisation des tubules T, la libération du calcium contenu dans
ces citernes est due a deux mécanismes (fig. 9). Le premier mécanisme, majoritaire et
entralnant une sortie rapide et massive de calcium, implique le couplage entre les canaux
calciques de type L voltage dépendant (Dihydropyridine receptor, DHPR), localisés sur le

sarcolemme des tubules T, et les canaux de relargage du calcium (Ryanodine receptor, RYR),
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situés sur la membrane du réticulum sarcoplasmique (38-41). Le deuxieme mécanisme,
entralnant une sortie plus lente de calcium, implique les récepteurs IP3R (Inositol 1,4,5-

triphosphate receptor) situés sur les membranes du réticulum sarcoplasmique (42).

Le mécanisme de libération du calcium impliquant les RYR est décrit comme étant le
principal, voire le seul acteur du phénomene de contraction des fibres musculaires (41, 43).
Lorsque les canaux DHPR sont parcourus par une dépolarisation membranaire, ils changent
de conformation, laissant passer un flux entrant de calcium dans la cellule (40). Ce
changement de conformation et cette entrée de calcium entraineront l'ouverture des canaux
calciques RYR. Les canaux calciques RYR tirent leur nom de la ryanodine, un alcaloide
extrait des plantes Ryana speciosa. La ryanodine est couramment utilisée pour réaliser des
études fonctionnelles de ces canaux (44). Le récepteur de la ryanodine (RYR) est un tétramere
formé de quatre sous unités identiques de 560 kDa environ. Les trois isoformes connues de
RYR sont codées par trois génes provenant d’un gene ancestral commun. Ils présentent une
homologie importante (environ 70 % d’identité) et une hypervariabilité de leur domaine C-
terminal. RYR1 est I'isoforme du muscle squelettique. RYR2 est 1'isoforme du muscle cardiaque
et du cerveau, et RYR3 est exprimée de facon ubiquitaire a un faible niveau (38). Ce canal a été
identifié par microscopie électronique dans le muscle squelettique ; il se présente comme une
structure de trefle a quatre feuilles, dont les feuilles forment une structure représentant 80%
de la protéine qui s’étend du réticulum sarcoplasmique au sarcolemme (Tubules T), alors que
la partie canal est transmembranaire (45).

Dans les muscles cardiaques, I'entrée de calcium au travers des DHPR entraine I'ouverture des
canaux RYR2 (I'isoforme cardiaque des RYR) qui sont responsables de la sortie massive de
calcium du réticulum sarcoplasmique (46). Contrairement aux muscles cardiaques, cette
entrée de calcium via les DHPR dans le muscle squelettique n'est pas indispensable a
I'ouverture des canaux RYRI, l'isoforme squelettique des RYR (47). En effet, il a été montré
que les DHPR et les RYR du muscle squelettique sont physiquement li€s et que le
changement conformationnel des DHPR suffit a entrainer 1'ouverture des RYR1 par un
phénomene "mécanique" (fig. 9) (38, 39). L'entrée de calcium viendrait s'ajouter a ce signal
(48). Une fois le canal calcique RYRI1 ouvert, le calcium séquestré dans le réticulum
sarcoplasmique passe dans le sarcoplasme de la cellule musculaire et va entrainer une
contraction des sarcomeres, le muscle se raccourcira et entrainera le mouvement (voir plus
bas). Enfin, il faut noter que 1'activité des canaux (RYR) peut aussi étre modulée par d'autres
éléments, comme la calmoduline et la calsequestrine, par exemple, mais aussi par la

concentration en calcium et par phosphorylation (pour revue (41, 49)).
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Le deuxieme mécanisme conduisant a une libération de calcium contenu dans le

réticulum sarcoplasmique implique les récepteurs a l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3R). IP3R
est retrouvé dans tous les types cellulaires. Ces canaux calciques IP3R tirent leur nom de leur
ligand, l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). Ils sont retrouvés agencés sur la membrane du
réticulum mais ils ont également été observés associés a la membrane nucléaire (50, 51). Il
existe trois isotypes de IP3R (I, II et III) ; leurs séquences en acides aminés présentent une
forte homologie (60 a 80 %) (52). Chacun des trois isotypes peut varier par des phénomenes
d'épissage alternatif. IP3R-I est prédominant dans le cerveau, IP3R-II dans le foie et les
cellules musculaires cardiaques et squelettiques, enfin IP3R-III prédomine dans les cellules
présentant un haut potentiel mitotique (53). Leur r6le dans le relargage du calcium a été décrit
comme bien plus important dans les muscles lisses que dans les muscles striés (54). Leur
structure ressemble beaucoup a celle des canaux RYR mais présente des caractéristiques
biophysiques distinctes (55). En effet, leur ouverture entraine une sortie de calcium plus lente
et moins importante que le mécanisme impliquant les RYR. Leur rdle dans les cellules
squelettiques n'est pas clair, ils sont décrits comme n'ayant pas d'impact réel sur le phénomene
de contraction, ils seraient par contre impliqués dans une transduction de signal pouvant
réprimer ou activer certains genes, mais cela reste matiere a débat (41-43, 51).
Leur activation dépend de la formation d'1P3 par hydrolyse des phospholipides PIP2
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) présents sur les membranes plasmiques, et
notamment au niveau des tubules T dans les muscles squelettiques (fig. 9). En fonction du
type cellulaire, divers récepteurs, tel que les récepteurs sérotoninergiques, pourraient activer
les phospholipase C (PLC) via les proteines G ou les tyrosines kinases (56-58). Les PLC
hydrolyseront alors PIP2 en IP3 et en diglycéride. Les molécules d'IP3 relachées dans le
cytoplasme se fixeront alors sur les récepteurs IP3R localisés sur le réticulum, entrainant leur
ouverture et une sortie de calcium. Plusieurs études ont montré que la dépolarisation des
tubules T entrainait la formation de IP3 et ont noté un relargage de calcium indépendant des
RYR ; mais encore une fois la relation entre la dépolarisation des tubules T et la formation
d'IP3 n'est pas claire ; plusieurs hypotheses relient 'activation des DHPR a une activation des
protéines G (42,43, 59).

Dans les deux processus décrits ci-dessus, le calcium libéré dans le cystoplasme de la
cellule musculaire sera alors recapté dans le réticulum sarcoplasmique par les pompes
SERCA (Sarcoplasmique reticulum CA2+-ATPase), qui comme leur nom l'indique sont ATP-
dépendantes (fig. 9) (37, 41). L'activité de ces pompes peut €tre modulée par de multiples
éléments, telles que des protéines dépendantes de la concentration en calcium, certaines

protéines kinases et méme le potentiel redox de la cellule musculaire (pour revue voir (37)).

27



L'unité motrice chez les mammiféres

Na+ } MEC
Ach \
Ach receptor VAVAVA (VAVAV, 2 }Sarcolemma
G) PLC

«—Sarcoplasm

l

*——Sarcoplasmic
DHPR ‘(L C) ret|gu|um

SERCA

O
0)
\

’? \“3—-?;:3.
[{;./l Contractile apparitus
. (Sarcomere)

Tubule T
Figure 9 : Représentation schématique de la libération de calcium suite a la

propagation d'un potentiel membranaire dans les tubules T. Ach : Acétylcholine,
AV : Dépolarisation membranaire, DHPR : Dihydropyridine receptor (Voltages
dépendants), G : Protein G, PLC : Phospholipase C, IP3 : Inositol triphosphate, IP3R
: Inositol triphosphate receptor. Image adaptée de la bibliotheque de I'AFM.

4. Le sarcomere et la contraction

Les sarcomeres sont les éléments responsables de l'apparence striée des muscles
squelettiques et cardiaques. Les sarcomeres sont constitués essentiellement d'actine et de
myosine. Chaque sarcomere est délimité de chaque c6té par une strie Z, ou Z disc (de
l'allemand zwischen, signifiant "entre") (fig. 10). On retrouve les filaments fins d'actine
ancrés sur ces stries Z. Intercalés entre les filaments d'actine, on retrouve des filaments épais
de myosine qui sont organisés de chaque c6té de la ligne M, ou M line (de 1'allemand mittel,
center). La contraction se traduira par un coulissement actif des filaments fins d'actine sur les

filaments épais de myosine, les stries Z se rapprochent alors les unes des autres.
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Figure 10 : Le sarcomere (Image adaptée de la bibliotheque de I'AFM). Le mécanisme de
déplacement de la myosine sur l'actine se fait grice a 1'énergie fournie par I'ATP. Ce

mécanisme peut se décomposer en plusieurs étapes :

1. La myosine est liée a ' ADP et son domaine d'interaction avec l'actine est recouvert par la

troponine, les tétes de myosine ont une position repliée.

2. Le calcium libéré par le réticulum sarcoplasmique vient se fixer sur la troponine ce qui
provoque la libération du domaine d'interaction de la myosine avec l'actine. La myosine se

fixe alors a l'actine.

3. Lors de l'interaction myosine-actine, la molécule d'ADP fixée sur les tétes de myosine est
libérée, ce qui provoque un changement de conformation et bascule la téte de myosine. Ce

basculement tracte l'actine vers la ligne M, provoquant un raccourcissement du sarcomere.

4. Au terme de ce mouvement, une molécule d'ATP vient se fixer sur la myosine. La téte de

myosine se détache alors de l'actine et retourne a une position repliée.

5. L'ATP est hydrolysé en ADP permettant une nouvelle interaction avec 1'actine. A ce stade,
la troponine peut empécher cette interaction si elle n'est plus fixée au calcium.
Dans tous les cas, le cycle est terminé et peut, soit recommencer pour entrainer une

contraction (raccourcissement) plus importante, soit se stopper.
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5. Organisation des muscles striés squelettiques chez les mammiferes

Seuls les muscles striés squelettiques seront abordés dans ce manuscrit. Un muscle
squelettique est constitué d'un regroupement de faisceaux musculaires (fig. 11). Ces faisceaux
sont composés de plusieurs fibres musculaires qui correspondent a des cellules musculaires
qui ont fusionné a 1'état de myoblastes (les précurseurs des cellules musculaires). Ces cellules,
ou fibres musculaires, sont donc plurinucléés et sont constituées d'une répétition de

sarcomeres. Elles présentent un aspect strié en raison de cette répétition de sarcomeres.

Lorsque le muscle subit un dommage, les fibres musculaires sont reconstituées a partir
des cellules satellites. Les cellules satellites sont des cellules engagées dans la détermination
myogénique mais qui ne sont pas encore différenciées (fig. 11). Elles se trouvent en
périphérie des fibres musculaires. Le processus régénératif commence par la prolifération des
cellules satellites, puis elles fusionnent avec les fibres existantes. Les noyaux nouvellement

ajoutés a la fibre migrent par la suite en périphérie (pour revue (60)).

Faisceau

Muscle squelettique
entier

Muscle

Fibre (cellules)
musculaire

................
........................

Cellule satellite
Sarcolemme

Reticulum
, 1-\sar'coplasmique

Mitochondrie

Figure 11 : Organisation du muscle squelettique chez 1'homme. Image adaptée de
www.theses.ulaval.ca/2004/21784/ch02 .html.
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6. Sarcolemme et DGC (Dystrophin Glycoprotein Complex)

Pour permettre de répercuter le phénomene contractile des sarcomeres a l'ensemble de
la cellule, les sarcomeres sont reli€és a la membrane plasmique, le sarcolemme, par
l'intermédiaire de filaments intermédiaires, ce réseau de filaments forment ce que I'on appelle
les costameres (fig. 12). En plus de ces filaments, le DGC pour Dystrophin Glycoprotein
Complex, ou DAPC pour Dystrophin Associated Protein Complex, joue un rdle important

dans l'organisation des différents éléments de la cellule musculaire (fig. 12).

Ce complexe protéique est impliqué dans de nombreuses myopathies, notamment dans
la myopathie de Duchenne et le syndrome de Schwartz-Jampel. Ce complexe peut étre
subdivisé en trois sous-groupes :1) la dystrophine (impliquée dans la Myopathie de
Duchenne, voir le chapitre dédi€) et le complexe des dystroglycanes, qui constituent le coeur
du DGC, 2) les sarcoglycanes et le sarcospane, composants transmembranaires, 3) la
dystrobrévine et les syntrophines composants intracellulaires du complexe. Il faut noter que
ce complexe est lié a la matrice extracellulaire par des interactions entre 1'o-dystroglycane et
le perlecan (impliquée dans le syndrome de Schwartz-Jampel, voir le chapitre dédié), I'agrine
et la laminine, composants de la matrice extracellulaire (fig. 12 et 13). Il est aussi li€¢ aux
unités contractiles de la cellule musculaire par l'intermédiaire de l'actine cytosquelettique et

des filaments intermédiaires (fig. 12 et 13).

Le DGC est retrouvé dans plusieurs types cellulaires et présente une composition
variable en fonction du tissu dans lequel il est exprimé (muscles striés ou lisses, tissu nerveux,
etc) et de sa localisation cellulaire ; par exemple, dans le muscle strié squelettique, les
complexes DGC agencés au niveau du sarcolemme extrajonctionnel sont légerement

différents des complexes retrouvés au niveau des jonctions neuromusculaires (pour revue,
voir (61)).
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Figure 12 : Le DGC (Dystrophin Glycoprotein Complex) et son organisation dans la
fibre musculaire squelettique. Dans le muscle strié¢ squelettique, le DGC est généralement
constitué par la dystrophine, les dystroglycanes, les sarcoglycanes (alpha, béta, delta et
gamma), le sarcospane, les syntrophines alphal, béta 1 et béta2, la dystrobrévine alpha.
S'ajoutent a ces protéines, le perlecan, l'agrine et la laminine au niveau de la matrice

extracellulaire. MEC : Matrice Extra Cellulaire, SPN : sarcospame, Syntro : Syntrophine

Les interactions protéiques du DGC sont nombreuses et complexes. La figure 13, ci-
contre, a pour but de résumer les interactions des différentes protéines du DGC entre elles, et

avec les protéines adjacentes.
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Figure 13 : Représentation schématique des interactions protéiques du DGC
(Dystrophin Glycoprotein Complex). L'extérieur de la fibre musculaire est représenté en
vert, l'intérieur en jaune et la membrane plasmique en bleu. Les protéines du DGC sont
encadrées. Les interactions entre la dystrophine et d’autres protéines, sont représentées par
des fleches rouges. Les interactions entre les protéines liées de facon directe a la dystrophine
et a d’autres protéines, sont représentées en bleu. Les interactions entre les protéines associées
de facon indirecte a la dystrophine et d’autres protéines, sont représentées en vert. Les fleches
en pointillées représentent des interactions controversées. Image tirée du manuscrit theése de

Maité Carre-Pierrat.

Les différentes fonctions du DGC ne sont pas clairement définies, néanmoins les
différentes protéines appartenant a ce complexe nous renseignent sur les différents réles qu'il
accomplit. Il pourrait étre impliqué dans des phénomenes mécaniques, métaboliques,
développementaux et signalétiques. Certains de ses composants jouent un role dans le
recrutement des éléments nécessaires au fonctionnement de la jonction neuromusculaire par
exemple, d'autres participent au maintien et a l'organisation de la cellule avec le milieu qui
I'entoure. Ces hypotheses et la présentation de la dystrophine sont plus amplement présentées
dans la section consacrée a la myopathie de Duchenne. Les autres protéines de ce complexe et

leurs différents roles sont par contre décrits en détails dans les paragraphes suivants.
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6.1. Le complexe des dystroglycanes

Le complexe des dystroglycanes est constitué de 1’a et la 3 dystroglycane (62, 63).
Chacune d'elles peuvent varier en fonction de son degré de glycosylation, et peuvent conduire

a des maladies musculaires en cas d'anomalies d'expression ou de glycosylation (64, 65).

L’a-dystroglycane est une protéine extracellulaire qui interagit avec plusieurs

protéines de la matrice extracellulaire, dont :

- Le perlecan, ou HSPG2 (Heparan Sulfate Proteoglycane 2, qui est impliqué dans un grand
nombre d'interactions et de fonctions cellulaires. Des mutations de ce géne peuvent conduire a
une maladie connue sous le nom de syndrome myotonique de Schwartz-Jampel (66, 67). Ce
gene et ses différents roles connus et supposés sont plus amplement décrits dans un chapitre
dédié au syndrome de Schwartz-Jampel.

- la laminine-a.2, élément de la matrice extracellulaire, qui est liée aux intégrines. Son absence
provoque une myopathie musculaire congénitale nommée CMD (merosin-deficient
Congenital Muscular Dystrophy) (68).

- L’agrine, une protéine secrétée impliquée dans 1’agrégation des récepteurs a 1’acétylcholine

aux jonctions neuromusculaires (69, 70).

La B-dystroglycane présente une localisation transmembranaire. Elle interagit avec

I’a-dystroglycane du coté de la matrice extracellulaire et avec la dystrophine du coté
cytoplasmique (71-73). La [-dystroglycane interagit aussi avec plusieurs protéines
intracellulaires, dont :

- Grb2 (Growth factor Receptor Bound protein 2), une protéine impliquée dans la transduction
du signal et dans 1’organisation du cytosquelette (74-76).

- La rapsyne, une protéine impliquée dans la formation des jonctions neuromusculaires (77).

- La cavéoline-3, une protéine transmembranaire impliquée dans plusieurs phénomenes, dont
I’internalisation des récepteurs, lI’endocytose de petites molécules et les processus
apoptotiques (78, 79). Au niveau du muscle squelettique, elle pourrait aussi €tre impliquée
dans la régulation de certains éléments du DGC, dont I’enzyme nNOS (neuronal Nitric Oxyde
Synthase) (80). Son absence provoque la myopathie des ceintures de type LGMD 1C (Limb
Girdle Muscular Dystrophy) (65).
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Les nombreuses interactions présentées ci-dessus et les maladies liées a ce complexe
suggerent qu'il joue un rdle clé dans 1'organisation et l'intégrité de la membrane plasmique et

de la jonction neuromusculaire, mais aussi dans la transduction du signal.

6.2. Les sarcoglycanes

Quatre isoformes de sarcoglycanes ont été identifiées dans les muscles striés, 1’o-
sarcoglycane (81), la 3-sarcoglycane (82, 83), la y-sarcoglycane (84) et la d-sarcoglycane (85,
86). Elles sont toutes transmembranaires et s'associent en complexe (87).

Le complexe des sarcoglycanes est directement li€¢ au complexe des dystroglycanes,
par contre son interaction avec la dystrophine est probablement indirecte (87). Ce complexe
est aussi lié a plusieurs protéines intracellulaires, dont la dystrobrévine (voir plus bas), et la y-
filamine, une protéine participant a 'organisation de l'actine cytosquelettique (88).

La perte des sarcoglycanes v, o, B ou § cause respectivement les myopathies musculaires des
ceintures LGMD (Limb Girdle Muscular Dystrophy) 2C, 2D, 2E, et 2F (89).

6.3. Le sarcospane

Le sarcospane est une protéine transmembranaire non-glycosylée (90). Yoshida et al. ont
montré qu'elle interagissait avec le complexe des sarcoglycanes (91). Son absence n'entraine

pas de maladie musculaire connue.

6.4. Les syntrophines

Les syntrophines sont des protéines cytoplasmiques. Trois isoformes ont été
identifiées dans les muscles striés (a1, 31 et $2) et deux dans les neurones (Y1 et v2) (92, 93).
Elles joueraient un réle dans la signalisation intracellulaire et dans I’adressage a la membrane
de certaines protéines (94, 95).

L’ a-syntrophine est la forme prédominante dans les fibres musculaires. Elle est présente sous
la membrane plasmique de toutes les fibres musculaires alors que la [31-syntrophine est
préférentiellement exprimée dans les fibres rapides et la $2-syntrophine exprimée au niveau
des jonctions neuromusculaires (96, 97). Les syntrophines interagissent avec la dystrophine et
la dystrobrévine via leur extrémité C-terminale (98).

Les syntrophines interagissent aussi avec plusieurs protéines impliquées dans les phénomenes

de transduction du signal, dont :
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- nNOS (neuronal Nitric Oxide Synthase), une enzyme responsable de la syntheése du
monoxyde d’azote (NO), et qui est impliqué dans la signalisation intercellulaire de
proximité (99, 100).

- SAPK3, une MAP kinase sensible au stress (101).

- Des canaux sodiques voltage dépendant adressés au niveau des jonctions
neuromusculaires via cette interaction (102).

- La calmoduline (103), une protéine activée par le calcium, qui, a son tour, interagit
avec d’autres protéines comme 1’adénylate cyclase ou certaines kinases.

- La pompe a calcium ATPase calmoduline dépendante, qui est impliquée dans la sortie

active des ions Ca”" présents dans les fibres musculaires (104).

Malgré un rdle apparemment important, aucune maladie musculaire n’a été identifiée en

absence de syntrophine.

6.5. L’a-dystrobrévine

Les dystrobrévines sont des protéines cytoplasmiques présentant une structure proche
de la partie C-terminale dystrophine (105). Il existe deux formes de dystrobrévines, 1'a-
dystrobrévine et la 3-dystrobrévine. Dans les muscles striés, les dystrobrévines s’associent
directement a la dystrophine dans sa partie C-terminale, elle s'associent aussi aux
syntrophines (106). Une relation directe avec le complexe des sarcoglycanes est aussi
évoquée (91). Les B-dystrobrévines sont également exprimées dans de nombreux tissus non-
musculaires en association avec la dystrophine (107, 108). Les a-dystrobrévines présentent
plusieurs isoformes musculaires, dont des formes prédominantes : al et a2 (109). L al-
dystrobrévine est principalement localisée au niveau des jonctions neuromusculaires alors que
I’a2-dystrobrévine est préférentiellement adressée sous la membrane plasmique (110).
Les a-dystrobrévines interagissent aussi avec plusieurs protéines impliquées dans
l'organisation du cytosquelette (111-113). Ainsi, au sein du DGC, les a-dystrobrévines
constituent avec la dystrophine, présentée plus loin, un lien mécanique avec le cytosquelette.
De plus, elles auraient un role dans I’agrégation des récepteurs de I’acétylcholine a la jonction
neuromusculaire (114, 115).
Des anomalies des a-dystrobrévines peuvent entrainer une cardiomyopathie connue sous le

nom de syndrome de Barth (116).
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III. L'unité motrice chez C. elegans
1. Les motoneurones

Le systeme nerveux de C. elegans est constitué de 302 neurones qui forment plus de
6000 synapses (117). Ces neurones s'organisent en trois structures : i) l'anneau nerveux
(Nerve Ring) qui se situe autour du pharynx de I'animal, ii) la corde ventrale (Ventral Cord,
V() iii) la corde dorsale (Dorsal Cord, DC) (figure 14). Quelques neurones se regroupent

aussi au niveau de la queue de I'animal.

Nerve rin
Dorsal cord \ ¢

Commisure

Figure 14. Représentation schématique du systeme nerveux de C. elegans. Image d'un
adulte mettant en évidence le pharynx (vert), l'intestin (jaune), les oeufs (grande spheres
bleues), les neurones (petites spheres bleues), les trajets nerveux (rouge), les commissures

(noir). Image adaptée de hitp://thalamus.wustl.edu/nonetlab/ResearchF/elegans.html.

Le systeme nerveux de C. elegans est composé de neurones sensoriels, d'inter-neurones et de
motoneurones. Les corps cellulaires (petites spheres bleues) de la plupart des neurones
sensoriels et des inter-neurones sont situés au niveau de l'anneau nerveux (Nerve ring),
certains sont aussi retrouvés au niveau de l'appareil excréteur. Les corps cellulaires des
motoneurones résident dans la corde ventrale. Certains de ces motoneurones projetent des

commissures (trajets noirs) vers la corde dorsale pour aller innerver les muscles dorsaux.
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Le comportement locomoteur de C. elegans se décompose en mouvements
sinusoidaux, il peut ramper sur des surfaces solides ou nager dans un milieu liquide. Sur ses
302 neurones, 113 appartiennent a la catégorie des motoneurones. Ils contrélent la mobilité,
mais aussi le systeme alimentaire (notamment le pharynx) et reproductif (les muscles de la
vulve). Sur les 113 motoneurones, 75 contrdlent les muscles locomoteurs du tronc (body wall
muscles) et peuvent étre divisées en 8 groupes différents (VA, VB, DA, DB, VD, DD, AS et
VC) (tableau 1). Les motoneurones de type A et B (VA, VB, DA, DB, AS) sont
cholinergiques (acétylcholine) et ont un rdle stimulateur (tableau 1). Les motoneurones de
type D (DD et VD) sécretent de 1'acide y-aminobutyrique (GABAergique) et exercent une
fonction inhibitrice sur les muscles (tableau 1), ils sont strictement post-synaptiques aux
autres motoneurones. Lorsqu'un muscle ventral est stimulé, il permet d'inhiber la contraction
du muscle dorsal opposé, et inversement (Figure 15). Les motoneurones de type VC sécretent
plusieurs neurotransmetteurs et leurs principales cibles sont les muscles de la vulve. Les
motoneurones de type VA, VB, VC et VD innervent les muscles de la partie ventrale de
I'animal alors que DA, DB, DD et AS innervent les muscles de la partie dorsale en envoyant

des "commissures" vers la corde dorsale (Figure 15) (118-120).

Cholinergique

Cholinergique
GABAergique

Multiple

Tableau 1 : Les différents types de motoneurones chez C. elegans.
Les motoneurones de type cholinergique sécreétent de l'acétylcholine,
ceux de type GABAergique sécretent de 1'acide y-amino butyrique.

+ : stimulation, - : inhibition.
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P Activating chemical synapse
—. Inhibiting chemical synapse

o Muscle

wesmees INterneurons
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Figure 15 : Les motoneurones de C. elegans et leur fonctionnement. Les motoneurones de
type A permettent les mouvements vers l'avant, ceux de type B permettent a 1'animal de
reculer. Les motoneurones de type D, post-synaptiques aux types A et B, permettent de
relacher le muscle opposé au muscle stimulé par les motoneurones de type A ou B. Images

adaptées de http://thalamus .wustl.edu/nonetlab/ResearchF/elegans .html.

2. La jonction neuromusculaire

Contrairement a la plupart des organismes, chez C. elegans, ce ne sont pas les
motoneurones qui vont atteindre les muscles pour former les jonctions neuromusculaires,
mais les muscles qui projetent des prolongements (muscle arms) jusqu'aux axones des
motoneurones (figure 16) (118-120). Dans beaucoup de cas, les bras musculaires de plusieurs
muscles adjacents se regroupent pour former des plaques motrices (muscle plates) au niveau
d'un méme axone, ces plaques forment alors des synapses avec 'axone (figure 16) (118-121).
Par conséquent, les vésicules libérées par un méme axone sont capables de stimuler
simultanément plusieurs cellules musculaires (118, 121). Il existe en plus des jonctions de
type GAP entre les bras musculaires. Les muscles ventraux projetent des bras vers la corde
ventrale et les muscles dorsaux projetent leurs bras vers la corde dorsale.

Contrairement aux muscles du tronc, les muscles du pharynx ne forment pas de bras, la partie

présynaptique de la jonction neuromusculaire se situe directement sur le corps du muscle.
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Figure 16 : Représentation schématique de 1'organisation des cellules musculaires, des
cordes nerveuses et des jonctions neuromusculaires de C. elegans. A-B. Coupe transverse
au niveau du centre d'un animal adulte. La simplicité d’organisation et les principales
caractéristiques anatomiques de 1’adulte hermaphrodite sont mises en évidence sur cette
coupe transversale: cuticule, hypoderme en grande partie syncitiale, deux cordes nerveuses
(ventrale et dorsale), quatre quadrants musculaires autour d’une cavité pseudoccelomique
contenant les gonades et I’intestin. Une membrane basale borde le pseudoccelome et recouvre
tout I’hypoderme et les cordes nerveuses. Les cellules musculaires posseédent des
prolongements (muscle arms) qui atteignent les cordes nerveuses ou se situent les synapses
neuromusculaires. VNC: Corde ventrale, Hyp : Hypoderme, DC : Corde dorsale. C. Bras
musculaires atteignant 1'axone d'un motoneurone et formant des jonctions neuromusculaires
(muscle plate). Fleche : synapse (jonction neuromusculaire). Images adaptées de

http://thalamus .wustl.edu/nonetlab/ResearchF/elegans.html.
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3. Les muscles de C. elegans

Malgré sa simplicité, C. elegans possede des muscles lisses et striés. Les muscles du

pharynx, de l'intestin, de l'anus et de la vulve sont de type lisse alors que les muscles

locomoteurs (body wall muscle) sont de type strié (figure 17) (119, 122) :

- Les muscles lisses :

@)

les muscles du pharynx (20 cellules). Ils permettent a 1’animal d’attraper et
d'ingurgiter la nourriture ou tout autre élément présent dans son
environnement.

les muscles entériques (2 muscles intestinaux et 2 muscles anaux). Ils sont
essentiels au transit intestinal et a la défécation.

les muscles utérins (8 cellules) et vulvaires (8 cellules), présents chez
I’hermaphrodite, permettent l'expulsion des oeufs. A la place, les males

présentent 41 muscles sexuels spécialisés permettant I’accouplement.

- Les muscles striés :

@)

Cellule musculaire Vulve

Ce sont les muscles responsables de la locomotion permettant le mouvement
en sinusoide des animaux. Ils sont appelés "body wall muscles". Au nombre de
95, ces cellules, comme celles des vertébrés, ont un aspect strié¢ en raison de la
structure et de la répétition des unités contractiles, les sarcomeres. Ces cellules
se répartissent en quatre faisceaux (ou quadrants), eux-mémes composés de
deux rangées de cellules ; avec 23 cellules dans le quadrant ventral gauche et
24 cellules dans les autres quadrants (Figure 16, figure 17, figure 18) (119,
122).

Quadrant

Pharynx

Figure 17 : C. elegans adulte coloré a la phalloidine-rhodamine qui révele les filaments

d'actine cytosquelettiques. Deux quadrants sont visibles, se décomposant en une succession de

cellules musculaires. Le pharynx et les muscles de la vulve sont aussi visibles.
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Les muscles striés de C. elegans sont proches des muscles striés des mammiferes.
Néanmoins ils different sur plusieurs points. Premierement, les cellules musculaires ne
fusionnent pas pour former des fibres musculaires, de plus en raison de l'absence de fusion,
ces cellules restent uninuclées. Deuxieémement, il ne se forme pas de cellules satellites, par
conséquent une cellule, perdue ou endommagée, ne pourra pas étre remplacée. Enfin les
"dense bodies" (équivalent des stries Z + costameres) sont directement ancrés au sarcolemme
et a la membrane basale, et non reliés par des filaments intermédiaires au sarcolemme (figure
18).

——> Pas de fusion R :
——> Cellules uninucléés Cellule musculaire

——> Pas de régénération

——> Stries Z (Dense Body) ancrés
dans la membrane (sarcolemme)

hypodermis .__

cuticle ——

basement _
membrane

M-line

thin filaments -
\ e ——————

Figure 18 : Représentation schématique de l'organisation des cellules musculaires
striées de C. elegans. Les muscles locomoteurs de C. elegans se décomposent en 95 cellules
musculaires, organisées en quatre quadrants parcourant le corps de 1’animal de facon
longitudinale. Les quatre quadrants se situent sous la cuticule et le derme. Leur structure est
tres proche des fibres musculaires striées des mammiferes, cependant les cellules ne
fusionnent pas, elles sont uninuclées et ne peuvent pas étre régénérées. De facons similaires
aux mammiferes, I’actine est attachée aux équivalents des stries Z, que l'on appelle "dense
bodies" et la myosine est attachée a la ligne M. Il faut noter que les dense bodies (stries Z +
costameres) sont directement ancrés au sarcolemme et a la membrane basale. Images

adaptées de www.wormatlas.org/.
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4. Couplage excitation / contraction chez C. elegans

Les structures et les signaux impliqués dans le couplage excitation/contraction des
cellules musculaires striés de C. elegans sont comparables a ceux impliqués chez les
mammiferes (fig. 6, 8, 9 et 10). Néanmoins, plusieurs différences sont a noter. Tout d'abord,
comme dit précédemment, ce sont les muscles qui projetent des structures, les bras
musculaires, vers les axones des motoneurones pour former les jonctions neuromusculaires, et
non l'inverse (fig. 19). Ensuite, il n'existe pas de structures équivalentes aux tubules T chez C.
elegans ; cette absence d'invagination peut s'expliquer par une apposition directe du réticulum

sarcoplasmique au sarcolemme, abolissant ainsi l'utilité des tubules (fig. 19) (119).

Axone (motoneurone)
———

terminaison ] \J °

_\__nerveuse “[.® 2 o Acétylcholine
ELECOPteUT As Muscle arm ‘ \ Récepteur
/__acétylcholine — ¥

: 7 _Tubules T
s = .

m::./’ /a' O\ Sarcolemme

. \ ) ~ reticulum Réticulum ) Ca2+ Sarcolemme
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(=]
|
|

Sarcoplasme

0777 —
Cellule musculaire Cellule musculaire
de ¢ de e =
mammiféere I C. elegans T Sl
oo V0
V="

Figure 19 : Structures impliquées dans le couplage excitation/contraction des cellules musculaires
striées et de C. elegans comparativement aux mammiferes.

N

En terme de différence, il faut également noter que suite a une libération
d'acétylcholine, l'activation des récepteurs cholinergiques générera un potentiel d'action

capable de se propager le long du bras musculaire et du sarcolemme, non pas via des canaux
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sodiques voltage-dépendants, mais via des canaux calciques voltage-dépendants de type L
(123). Ces canaux calciques sont codés par le gene egl-19 et sont similaires aux canaux
calciques DHPR présentés précédemment (fig. 9). L'ouverture de ces canaux participe a
l'augmentation de la concentration calcique sarcoplasmique. Néanmoins, comme chez les
mammiferes, I'essentiel du calcium libéré dans le sarcoplasme proviendra du réticulum via
I'ouverture des canaux calciques de type RYR couplés aux canaux EGL-19 (DHPR) (fig. 9).
Chez C. elegans, les canaux calciques de type RYR sont codés par le géne unc-68 (124).
L'augmentation de la concentration calcique sarcoplasmique entralnera un raccourcissement
des sarcomeres comme décrit dans la figure 10.

I1 faut noter qu'il existe aussi un équivalent des canaux IP3R chez C. elegans, les canaux ITR-
1 (Inositol Trisphosphate Receptor-1). Ils sont impliqués dans des phénomenes de
contractions périodiques des muscles lisses du pharynx, de la vulve et de I'appareil excréteur
du nématode (125-130). Ils n'ont par contre jamais été décrits comme impliqués dans le

couplage excitation / contraction des muscles responsables de la locomotion de C. elegans.

5. Le DGC
Tout comme chez les vertébrés, on retrouve un complexe DGC (ou DAPC) agencé au

niveau du sarcolemme (131). Comme mis en évidence sur la figure 20, sa composition est

proche de celle retrouvée chez les mammiferes.
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Figure 20 : Représentation schématique du complexe DGC chez C. elegans.
L'organisation du DGC, mis en évidence sur cette figure, est basée sur des comparaison de
séquences et des études génétiques (131). La plupart des composants du DGC ont un
homologue chez C. elegans, a I'exception du sarcospane (SPN) et de la "neuronal nitric oxyde
synthase" (nNOS). Les homologues des a- et P-sarcoglycanes ne sont pas représentés en
raison d'un rdle fonctionnel controversé chez C. elegans (131). Les homologues des vy- et O-
sarcoglycanes forment probablement des dimeres (131). MEC : Matrice Extra Cellulaire,

Syntro : Syntrophine.
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IV. La myopathie de Duchenne et la Dystrophine

1. La myopathie de Duchenne

La myopathie de Duchenne (Duchenne Muscular Myopathy, DMD) est une maladie
génétique entrainée par des mutations du gene codant la dystrophine (132). Cette maladie
décrite par Duchenne dans les années 1860 est la plus fréquente des dystrophies musculaires
progressives. Cette myopathie est observée quasi exclusivement chez les garcons (appelés
garcons DMD) en raison de la localisation du gene codant la dystrophine (chromosome X), et
de son mode de transmission récessif. De plus, les garcons DMD ne donnent pas de
descendance, il est donc impossible pour eux de transmettre le chromosome X porteur du
gene défectueux a leur fille. Il existe cependant quelques rares cas de myopathie de Duchenne
symptomatique chez des femmes porteuses. Ceci peut s’expliquer par 1’inactivation aléatoire
d’un des deux chromosomes X (133).

La myopathie de Duchenne est classée en France comme maladie orpheline. Elle touche
un garcon sur 3500 a la naissance (134). Environ les 2/3 des mutations sont héritées, le tiers
restant étant des néo-mutations (135). Dans la majorité des cas, les mutations retrouvées chez
les patients correspondent a des délétions (entre 60 et 65%). On retrouve aussi des
phénomenes de duplications (6%) ; le reste des mutations identifiées correspondent a des
mutations ponctuelles.

La maladie se traduit par des symptdmes visibles au moment ot les enfants apprennent a
marcher. Des 1ésions histologiques sont décelables avant l'apparition des troubles moteurs, on
retrouve également un taux €élevé d'enzymes créatine kinase et carbonic anhydrase III dans le
sang, évoquant la présence de lésions musculaires (136-139). Les garcons atteints de la
myopathie de Duchenne ont souvent un retard d’apprentissage de la marche et ne parviennent
pas a courir. L'utilisation d'un fauteuil roulant devient nécessaire des 1’age de 10 ans. Au fur
et a mesure de l'adolescence, de plus en plus de muscles sont atteints, et les fonctions vitales
commencent a se détériorer ; ils présentent alors des troubles respiratoires, alimentaires et
finalement cardiaques qui conduisent a la mort du patient dans sa troisieme décade (134, 140).

Il existe aussi une forme moins sévere, décrite en 1955 par P.E Becker, la Dystrophie
Musculaire de Becker (DMB). Elle se met en place et évolue plus tardivement que la

myopathie de Duchenne, de plus elle est dix fois moins fréquente (141).
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2. La Dystrophine chez les mammiferes

Avec ses 2,6 millions de paires de bases, le gene codant la dystrophine est I’un des plus
grands genes de mammiferes identifiés (environ la moitié du génome total d’E.coli), il
représente a lui seul 1% de la longueur totale du chromosome X humain et présente 79 exons
(142-144). Son ARN messager fait 14 kb et ne représente que 0,6 % de la séquence
génomique correspondante (132). Ce geéne présente d'énormes introns allant jusqu'a 170 kb
(145).

Ce gene code une protéine de 427 kDa lorsqu'il est transcrit et traduit dans son

intrégralité (figure 21). C'est la protéine centrale du complexe DGC (figure 12).

A B C D
<+r < P4 <4—>
ACTIN-
BINDING ROD DOMAIN WWCYS CT

DYSTROPHIN A R D Y B T fcc

Figure 21 : Représentation schématique de la structure de la protéine
dystrophine. La dystrophine peut se décomposer en quatre domaines (A, B, C et D).
A. La partie N-terminale (240 acides aminés) présentant un domaine de fixation a
l'actine cytoplasmique (carré vert) (146). B. Un domaine central (2400 a.a.) constitué
d'une répétition de 24 motifs type spectrine, une molécule responsable de 1'élasticité
des globules rouges (spheres jaunes) (147). On retrouve ensuite un domaine WW ot
siegent des sites d'interactions protéiques (148). C. Un domaine riche en cystéines
(280 a.a.) présentant une répétition de cystéines et qui pourrait former un site de
fixation pour les cations divalents, tel que le zinc (149), mais aussi permettre la
fixation a plusieurs protéines, notamment avec la calmoduline (Carré bleu foncé)
(150). II existe en plus, sur ce domaine, un site qui pourrait permettre la fixation de
molécules de calcium (151) D. Un domaine C-terminale (420 a.a.) présentant un motif
"coiled-coil" ou siege des sites d'interactions avec les protéines du complexe DGC
(carré bleu clair); dont les dystroglycanes, le complexe du sarcospane, les
syntrophines, les dystrobrévines (figure 12) (152). Les petits carrés rouges

représentent des zones charnieres.
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Le gene codant la dystrophine peut générer une grande variété de transcrits, a 1’origine
d'isoformes de différentes tailles ; ceci par trois procédés (pour revue (109, 153, 154)) :
- via des promoteurs alternatifs, tissus spécifiques (figure 22)
- via des phénomenes d'épissage alternatif (154).

- vial'addition de signaux polyA (154).

Dpd271 | ext]
Dp140 [ex!] o ,
Dp427c [exi] ) ‘ Dp71 .exl“
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Dp427m |exl | ]
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Figure 22 : Les promoteurs alternatifs du géne de la dystrophine. Chaque
isoforme possede un premier exon propre. La nomenclature veut que 1'on utilise
l'abréviation Dp pour "dystrophin protein" suivie de leur poids moléculaire
respectif et éventuellement une lettre pour préciser leur expression tissulaire. La
forme Dp427m est la forme exprimée dans les muscles squelettiques et
cardiaques. On la retrouve aussi dans les cellules gliales du cerveau. Image tirée

de la thése de Karine Grisoni.

Il existe 4 isoformes longues (427 kDa), et 4 isoformes courtes de tailles différentes
(pour revue (109, 153))
- Isoformes longues:
o Dp427m est exprimée dans les muscles squelettiques et cardiaques, mais
aussi dans des cellules gliales du cerveau (155).
o Dp4271 s'exprime dans les cellules lymphoblastoides (156).
o Dp427c s'exprime dans les neurones du cortex et dans l'hippocampe
(157).
o Dp427p s'exprime dans le cortex, les muscles squelettiques et plus
faiblement dans les muscles cardiaque (158).
- Isoformes courtes :
o Dp260 est exprimée dans la rétine, dans le cerveau et les muscles
cardiaque (159).
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o Dpl40 est exprimée dans le systeme nerveux central et le rein (160).
o Dpl16 est exprimée dans les cellules de Schwann (161).
o Dp71 est retrouvée dans de nombreux tissus non musculaires dont le

cerveau et le foie (162).

Les isoformes de la dystrophine, ainsi que leurs variants, se retrouvent donc dans de
nombreux tissus, dont les muscles, le cerveau et la rétine, ce qui est en accord avec les
symptomes observés tels que la dégénérescence des fibres musculaires, un retard mental et un
défaut de vision dans la pénombre. Avec la plupart des mutations retrouvées chez les patients
DMD, la forme longue n'est pas produite, et dans certains cas les formes courtes sont aussi
touchées (105, 163). I1 est donc évident que la forme longue joue un rdle prépondérant dans la

progression de la maladie.

I1 faut noter qu'il existe, chez de nombreux vertébrés, un homologue de la dystrophine,
l'utrophine, qui partage 80 % d'homologie avec la dystrophine (164). Cette homologie est
d'autant plus forte au niveau des extrémités N- et C-terminale (165). Le géne de l'utrophine se
situe sur le chromosome 6 et code une protéine de 395 kDa et plusieurs autres formes courtes
(165, 166). L'utrophine est retrouvée dans de nombreux tissus, dont les différents types de
muscles (167, 168). Cette protéine est souvent décrite comme une forme embryonnaire de la
dystrophine, car la dystrophine n'est retrouvée qu'apres la naissance alors que le gene de
l'utrophine est déja transcrit au stade embryonnaire (169). Néanmoins son expression perdure
au stade adulte (170). Plusieurs projets de recherche visent a la surexprimer pour tenter de
pallier le défaut de dystrophine chez les patients DMD (171-173).

3. Le role de la Dystrophine et de son complexe dans la myopathie de Duchenne

La dystrophine est la piece centrale du complexe DGC décrit plus haut. La
désorganisation de ce complexe jouerait un réle prépondérant dans la progression de la
maladie. Plusieurs hypotheses sont défendues dans la littérature, on parle de role structural,

métabolique et signalétique.

3.1. Role structural

Comme mis en évidence dans la figure 12, le DGC participe a l'interaction de la
membrane plasmique avec les composants de la matrice extracellulaire et avec les protéines

cytosquelettiques (notamment avec l'actine cytosquelettique). Petrof et al décrivent ce lien
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comme une caractéristique essentielle permettant le maintien de 1'intégrité membranaire lors
des phénomenes de contraction (174). Ils ont montré que chez les souris déficientes en
dystrophine, la membrane des muscles était plus sensible a des contraintes mécaniques, se
traduisant par des ruptures du sarcolemme. Cette démonstration est de plus en accord avec le
fait que l'on retrouve des lésions ponctuelles (Iésions delta) de la membrane des fibres
musculaires chez les patients DMD, et aussi en accord avec le taux élevé de créatine kinase

dans le sang signalant un fuite importante du milieu intracellulaire de la cellule (139, 175).

3.2. Role métabolique

Plusieurs études ont montré que les muscles des patients DMD et de certains modeles
déficients en dystrophine présentaient des troubles du métabolisme calcique. Par exemple,
Bertorini et al ont retrouvé une concentration de calcium intracellulaire anormalement élevée
dans les fibres musculaires des garcons DMD (176, 177). Parallelement, Mallouk et al ont
mis en évidence des résultats similaires chez la souris dépourvue de dystrophine (178). Enfin
I'équipe du docteur Laurent Ségalat a montré qu'il était possible de freiner l'apparition de la
paralysie induite par 1'absence de dystrophine chez le nématode C. elegans en diminuant les
flux entrant de calcium dans la cellule musculaire (179, 180).

Le DGC pourrait participer, dans les cellules musculaires, a l'agencement et au
fonctionnement des canaux calciques et des différents éléments jouant sur sa régulation. La
désorganisation de ce complexe entrainerait une entrée anarchique de calcium qui résulterait
en une concentration anormalement élevée dans le cytoplasme des cellules musculaires. Cette
surcharge en calcium cytoplasmique pourrait entrainer des processus apoptotiques,
notamment en activant des protéases calcium-dépendantes (notamment les calpaines) (181-

183). Cette hypothese est aussi appuyée par les résultats présentés dans ce travail de these.

3.3. Role signalétique

Enfin, plusieurs protéines reliées, directement ou indirectement, avec le DGC ont une
implication dans différentes voies de signalisation intracellulaire, permettant de réguler
l'activité de certains genes (pour rappel, voir le chapitre dédié au DGC). La
désorganisation du DGC, engendrée par I'absence de dystrophine, pourrait alors perturber les
voies de signalisation dans lesquelles ces protéines sont impliquées (184). Parmi ces

protéines, on peut citer la syntrophine, Grb2, nNOS, et la calmoduline.
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4. Les différents modeles animaux et les souris mdx (muscular dystrophy X-linked)

Plusieurs modeles animaux présentant des mutations dans le gene de la dystrophine sont
disponibles a ce jour. On retrouve des modeles vertébrés comme les chiens GRMD (Golden
Retriever Muscular Dystrophy), les chats HFMD (Hypertrophic Feline Muscular Dystrophy),
les souris mdx (muscular dystrophy X-linked) et le poisson zeébre Danio rerio (mutant sap). Il
existe aussi des modeles invertébrés comme des mutants de la mouche Drosophila
melanogaster et du nématode C. elegans. Ce dernier fera l'objet d'une présentation
approfondie dans les paragraphes suivants.

Cette étude s'est limitée au modele C. elegans et au modele murin mdx, les autres
modeles, bien que pertinents, ont été écartés pour des raisons de disponibilité et de cofit.

Néanmoins pour revue, voir (185-187).

Il existe plusieurs souches de souris mdx. Historiquement les premieres a avoir été
identifiées sont les souris mdxScSn. Ces souris sont apparues spontanément dans un élevage
(188). Cette souche est nommée dans la littérature C57BL/10ScSn-Dmd™". Elle présente une
mutation ponctuelle dans 1'exon 23 (sur 79) du geéne codant la dystrophine. Cette mutation
entraine la formation d'un codon STOP prématuré (189). L'analyse des muscles de ces souris
met en évidence une délocalisation des protéines du DGC, et a I'exception de quelques fibres
révertantes, aucune trace de dystrophine n'est détectée (190). Ces souris présentent une
myopathie moins sévere que celle observée chez les patients DMD (188). Le muscle le plus
atteint et le plus étudi€ est le diaphragme, car par rapport aux autres muscles, c'est celui qui
montre les atteintes les plus proches de celle retrouvées chez I'homme. C'est a dire une forte
dégénérescence musculaire, une faible régénération et l'apparition de fibrose chez les
individus agés (191). Ces souris présentent des phénomenes dégénératifs des les premiers
mois de vie, ce qui facilite les expériences. Certains auteurs ont montré qu'il était possible
d'identifier des fibres nécrotiques des le 15° jour apres la naissance dans le diaphragme et des
le 16° jour dans les muscles des membres (192, 193). Ces études sont tout de méme
controversées par le fait que d'autres laboratoires n'arrivent pas a déceler ces changements
avant le 19° jour apres la naissance (194, 195). Néanmoins, il est admis que le taux de
dégénérescence est important durant les 5 premieres semaines suivant la naissance des
animaux. I1 a été évalué a plus de 30 % dans I'EDL (extensor digitorum longus) et 1égeérement
moins dans le soleus, tout deux des muscles de la patte mais a contraction rapide et lente,
respectivement (196). Malgré ces atteintes, ces souris ne présente qu'un faible trouble moteur

et ont une longévité normale. Ceci pour deux raisons essentielles, la premiere est que ces
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animaux présentent un taux régénération trés important des fibres musculaires (197). La
deuxieéme est que 1'on retrouve une expression treés importante d'utrophine dans les muscles de
ces souris, permettant de compenser la perte de dystrophine (198). En comparaison avec les
patients DMD, 1'absence d'impact sur leur durée de vie s'explique, en partie, par 1'absence
d'atteintes myocardiques (199). Enfin il faut noter que, en raison de leur faible fécondité,
l'entretien de ces souris est difficile et contraignant.

Depuis l'identification des souris mdxScSn, quatre autres souches ont été produites par
mutagenese chimique dans le fond génétique C57BL/6 (200). Ces souches ont été nommées
B6Ro0s.Cg-Dmd™*****  Les atteintes observées chez ces individus sont similaires aux
atteintes observées avec la souche historique, mais ces animaux présentent l'avantage de
donner une portée plus élevée, facilitant ainsi leur entretien (200, 201).

Comme décrit plus haut, les phénomenes dégénératifs ayant lieu chez les souris mdx
sont en parties masqués par des processus régénératifs et une surexpression de l'utrophine.
Différents projets ont alors ét€ menés pour développer des souches combinant des mutations
dans le géne codant la dystrophine avec des mutations de l'utrophine et des genes impliqués
dans les processus régénératifs.

Deconinck et al. ont développé une souris mutée pour la dystrophine et 1'utrophine, ces souris
présentent un phénotype plus proche de celui observé chez les hommes. Elles présentent un
retard de croissance, une durée de vie moindre et des troubles associant perte de masse et
dégénérescence musculaire (202).

Parallelement, Megeney ef al. ont réussi a combiner l'inactivation du facteur de
différenciation myogénique MyoD (appartenant a la famille des MRF, Myogenic Regulatory
Factor) dans le fond génétique des souris mdxScSn (203). Ces souris présentent un phénotype
myopathique aggravé et une espérance de vie fortement diminuée. Il a été montré que cette
augmentation des phénomenes dégénératifs était due a une diminution de l'activité
régénérative au niveau musculaire, de plus c'est la seule souche a présenter des atteintes
myocardiques (204).

Ces deux souches murines sont néanmoins peu utilisées en raison de leur tres faible fécondité

et de la complexité d'interprétation induite par la présence de mutations combinées.

5. Les traitements / La recherche

La myopathie de Duchenne reste aujourd'hui une maladie mal comprise. Bien que le
gene impliqué, la dystrophine, soit connu depuis plus de 20 ans et qu'il soit étudié¢ dans de
nombreux modeles, 'espoir d'un traitement curatif reste encore un horizon bien lointain. A ce

jour les traitements sont uniquement palliatifs et malheureusement de faible efficacité. Ces
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soins consistent essentiellement en une rééducation quotidienne pour tenter de ralentir la perte
fonctionnelle des muscles, mais aussi pour pallier aux problémes respiratoires et digestifs. Un
médicament, la prednisone, est tout de méme prescrit de facon systématique aux patients. Le
mode d'action de ce glucocorticoide est encore obscur, il aurait des propriétés anti-
inflammatoires, myogéniques et stimulant la réparation des fibres endommagées.
Malheureusement, un traitement sur le long terme entraine aussi des effets indésirables, tels

qu'une prise de poids excessive et un retard de croissance (205-207).

Un grand nombre de laboratoires et d'associations luttant contre les maladies rares, tels
que I'AFM (Association Frangaise contre les myopathies), redoublent d'efforts pour tenter de
trouver des traitements. Plusieurs pistes sont explorées, dont certaines prometteuses comme
la thérapie cellulaire et la thérapie génique qui permettrait, a terme, de remplacer la protéine
manquante. Malheureusement ces techniques sont loin d'étre maitrisées. En attendant la mise
au point de ces technologies, certains groupes, comme le ndtre, tentent de trouver des
molécules pouvant ralentir la progression de la maladie. Evidemment non curatifs, ces
traitements pourraient tout de méme apporter une grande aide aux patients. La découverte de
composés efficaces permettrait aussi d'identifier des voies métaboliques pouvant étre
impliquées dans les processus dégénératifs, et ainsi mieux comprendre cette maladie pour

mieux la soigner.

Voici les grands axes de recherche étudiés a ce jour :

- La thérapie génique, ou comment remplacer le gene muté
La thérapie génique consiste en la réintroduction du gene déficient dans l'organisme

ou le tissu atteint (figure 23). Dans le cas de la myopathie de Duchenne, le but est de
réintroduire la dystrophine dans les fibres musculaires pour permettre son expression.
Malheureusement plusieurs inconvénients viennent ralentir la progression de ces travaux, i) il
est difficile d'introduire le géne dans toutes les fibres musculaires, ii) les moyens de transport
du gene (plasmide ou vecteurs viraux) doivent €tre stables et ne pas entrainer de réactions
immunitaires, iii) la taille de la dystrophine pose un réel probleme pour étre véhiculée par
cette méthode (pour revue, voir (208)).

Plusieurs moyens de transports sont utilisés a ce jour pour tenter de réintroduire le
gene défectueux ; on peut citer par exemple les plasmides et les vecteurs viraux :
- Les plasmides ont l'avantage d'étre faciles a produire mais présentent une faible efficacité de
transfection. Plusieurs groupes ont réussi a faire exprimer la dystrophine dans des souris mdx

en injectant ces constructions dans le systéme sanguin. Ils ont retrouvé, dans le meilleur des
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cas, une expression dans 10 % des fibres musculaires (209-211). De plus ils ont rapporté une
diminution de la dégénérescence et une absence de réaction immunitaire. Cette technique a
aussi fait I'objet d'une étude clinique et a montré qu'elle pouvait étre bénéfique, elle est tout de
méme loin d'étre suffisante (212).

- En comparaison, les vecteurs viraux tels que les adénovirus, les rétrovirus et les adeno
associated virus (AAV) permettent d'augmenter 1'efficacité de pénétration de I'ADN dans les
fibres et de cibler les fibres musculaires. Par contre ils entrainent dans bien des cas une
réaction immunitaire et ne permettent pas pour la plupart de transporter une séquence de la
taille de la dystrophine (213). Pour pallier a ce dernier probléme certaines études tentent de

réintroduire une dystrophine tronquée (minidystrophine) (214, 215).

Etape 1: le géne responsable de la maladie
est entfié et ségquencé ; le but
étant de le remplacer par le géne sain.

Etape 2: un vecteur, lentivirus par exemple,

Etape 3 bis: le géne médicament est
directament apporté par
Injection intra-musculare
©Ou par voe sanguine dans
l'organisme.
Il devra pénétrer lu-méme
jusqu'au noyau des celules.

Etape 3: les cellules & traiter sont extraites
de lorganisme; on leur transfére le Etape 4: les callules comrigées sont
gene-médicament wa le rétrovirus. rénjectées dans le malade.

Figure 23 : La thérapie génique ou comment remplacer le géne muté. I/mages adaptées
de la bibliotheque de I'AFM.

- La thérapie cellulaire ou comment remplacer les cellules abimées
La thérapie cellulaire consiste a réintroduire le géne déficient, non pas par des vecteurs

contenant la séquence d'intérét, mais en introduisant des cellules dites "saines", c'est a dire qui
contiennent une séquence non mutée (figure 24). Les premiers types cellulaires a avoir été

utilisés sont les myoblastes, mais n'ont pas conduit a une amélioration des atteintes car peu de
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ces cellules survivent, et de plus elles entrainent une réponse immunitaire (216, 217). Méme
si des améliorations ont été apportées a cette technique et qu'une étude clinique a montré des
résultats prometteurs, la difficulté d'administrer ces cellules par voies systémiques limite son
potentiel (218). Depuis ces premiers essais, différents types de cellules souches sont étudiés et
utilisés pour tenter d'améliorer 1'état dystrophique des souris mdx (219-224). Les résultats de
ces études sont encore a développer mais laissent entrevoir des nouvelles possibilités dans le

traitement des dystrophies musculaires (pour revue, voir (208, 225)).

prélevement de cellules  prélévement de cellules
souches (adultes ou souches adultes
embryonnaires)

DONNEUR

culture des cellules en laboratoire
Purification, prolifération, modification,...

allogreffe
I

transplantation des cellules

Figure 24 : La thérapie cellulaire. /mage adaptée de la bibliotheque de
['AFM.

- Le saut d'exon ou comment réparer le géne endogene
Le saut d’exon a pour objectif de rattraper un cadre de lecture fonctionnel en éliminant

un ou plusieurs exons de I’ARN muté (figure 25) (226). Certes, la dystrophine produite est
plus courte, mais elle garde une certaine fonctionnalité. Pour induire un saut d’exon, les
chercheurs utilisent des oligonucléotides anti-sens spécifiques des exons qu’ils cherchent a
exclure. Ces oligonucléotides anti-sens sont, soit des molécules synthétiques, soit le produit
d’un minigene apporté dans la cellule par un vecteur viral AAV. Cette technique a fait I'objet
de plusieurs études cliniques (227-231) et les résultats obtenus sont prometteurs (pour revue,
voir (208)).
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Figure 25 : Le saut d'exon ou comment réparer le géne endogene.

Image adaptée de la bibliotheque de I'AFM.

- La translecture de codon stop

Un autre moyen de permettre l'expression de la
dystrophine chez certains patients DMD, sans avoir a
réintroduire un gene exogene, est de permettre a la
machinerie cellulaire de ne pas tenir compte des codons
stop prématurés engendrés par les mutations. Ainsi la
protéine est produite dans sa totalité sans tenir compte
des codons stop prématurés (figure 26). Il faut noter
que cette technique ne peut étre employée que dans le
cas de mutation ponctuelle, c'est-a-dire ne changeant
pas le cadre de lecture (environ 15 % des cas (232)).
Ainsi, le composé PC124, administrable de facon orale,

a montré qu'il pouvait entrainer la translecture de
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Figure 26 : La translecture de codon
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codons stop prématurés sans impact sur les codons stop
dits naturels (233, 234).

- Autres pistes envisagées

Comme décrit précédemment, I'utrophine ressemble beaucoup a la dystrophine et peut,
lorsqu'elle est surexprimée, permettre de compenser légérement l'absence de dystrophine
(235). Depuis cette démonstration, plusieurs approches pharmacologiques ont été testées pour
tenter de surexprimer l'utrophine. On peut citer I'héréguline, qui est un facteur de régulation
de l'utrophine, et l'injection de L-arginine qui provoque elle aussi une augmentation de
I'expression d'utrophine mais en jouant sur un composant du DGC (nNOS) (172, 173).

Il existe aussi plusieurs composés chimiques susceptibles de freiner les atteintes
observées chez les patients DMD, comme des composés i) réduisant les inflammations et la
protéolyse des muscles, ii) stimulant le métabolisme musculaire ou la régénération, iii)

réduisant les atteintes cardiaques (figure 27) (pour revue, voir (236-238)).
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Bétabloquants ‘ 1 : \ ) .
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A I'essai, en association avec ¥ “\\ J respiratoire dans la DMD.

un inhibiteur de I'enzyme i
de conversion (périndopri) ~ AIIERENTN 4 = 4
pour évaluer son effet sur la o |
prévention de I'insuffisance v ','
cardiague dans la DMD. 4, ', Corticoides

s
N 'I, ) ° Amélioration de la force et de

§ 4 lafonction musculaires.
N * Aurait un effet bénéfique sur
£ le muscle cardiaque.
Inhibiteur de I'’enzyme de
conversion (périndopril) |
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évaluer son effet sur le muscle v 1 ranticorps anti-myostatine
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MUSCLE * Au stade préclinique :

. - Ll L
SQUELETTIUE évaluation d’anticorps

bloguant le récepteur de la
myostatine ou la follistatine.

Figure 27 : Les traitements chimiques actuels et/ou en essais. Fleches pleines :
effet démontré, Fleches pointillées : a confirmer. Image adaptée de la bibliotheque
de l'AFM.
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La prednisone, présentée précédemment, est le seul traitement prescrit actuellement
aux patients DMD.

De récentes études ont aussi démontré qu'il était possible d'améliorer la force des
patients DMD en inhibant les protéases calcium-dépendantes, dont les calpaines (239).
Malheureusement, cette amélioration n'est pas accompagnée d'un gain locomoteur.

Plusieurs études ont également montré qu'il était possible de compenser la perte de
fibres musculaires par des facteurs de croissance ou des anabolisants. Le but est d'augmenter
le nombre de fibres initiales pour en prévenir la perte. Les anabolisants entrainent beaucoup
d'effets indésirables, par contre l'utilisation de facteurs de croissance semble prometteuse,
mais uniquement basées sur des études murines (240, 241).

Enfin les derniers traitements chimiques envisagés a ce jour ont pour cible la
régénération des fibres. Par exemple, l'inhibition de la myostatine (inhibiteur de la
différenciation et de la prolifération des muscles) chez les souris mdx permet d'augmenter leur

force et de diminuer la dégénérescence musculaire (242).

6. La dystrophine chez C. elegans

L'homologue de la dystrophine chez C. elegans a été décrit pour la premiere fois en
1998 (26). Il se nomme dys-1, et présente 46 exons sur une longueur de 31 kb (figure 28). Il
est localisé sur le chromosme I et code une protéine de 3674 acides aminés. La dystrophine,
chez C. elegans, a uniquement été observée dans les cellules musculaires, dont les muscles
locomoteurs (body wall muscles), les cellules de la vulve et du pharynx. Enfin, il n'existe pas

d'homologue de I'utrophine chez C. elegans.

Tout comme son homologue mammifere, la dystrophine chez C. elegans présente
quatre domaines structuraux, dont un domaine N-terminal de type alpha-actinine, un domaine
central composé d'une répétition de motifs type spectrine comprenant aussi un domaine WW,
un troisieme domaine riche en cystéines et un domaine C-terminal avec deux régions type
coiled-coil (26). Les domaines riches en cystéines et C-terminal présentent une forte
homologie avec la dystrophine humaine (243). Ils correspondent aux domaines qui
interagissent avec la f-dystroglycane, la syntrophine et I'a-dystrobrévine chez les

mammiferes.
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7. Mutations du gene dys-1 et conséquences chez C. elegans

L'équipe de Laurent Ségalat a généré plusieurs alleles du gene dys-1, dont trois
caractérisés moléculairement, cxI8, cx26 et cx35. Les alleles cxI8 et cx26 présentent des
mutations ponctuelles générant un codon stop prématuré aux acides aminés 2721 (exon 33) et
3237 (exon 39) respectivement (figure 28). L'allele cx35 correspond a une délétion de deux

paires de bases modifiant le cadre de lecture et générant un codon stop au deuxieme codon.

Sens de la transcription
T Tk T

cx26 cxl8 cx35

Figure 28 : Géne codant la dystrophine chez C. elegans et mutations générés au laboratoire. Les
rectangles représentent les exons. Le gene dys-1 comprend 46 exons répartis sur 31 kb. Image adaptée
de Bessou et al. 1998 (26).

En raison de la présence de promoteurs internes chez les mammiferes, nous avons
choisi d'exclure I'allele cx35. Nous avons alors choisi de travailler avec l'allele cx/8 qui est
considéré comme un mutant nul.

Ces mutants dys-1(cxI8) présentent un phénotype d'hyperactivité et
d'hypercontraction, mais la dégénérescence musculaire est rarement observée, se traduisant
chez quelques animaux adultes par la perte d'une ou deux cellules musculaires. Le phénotype
d'hyperactivité et d'hypercontraction a été attribué a un surplus d'acétylcholine au niveau des
jonctions neuromusculaires, ceci a été confirmé électrophysiologiquement, biochimiquement
et pharmacologiquement (26, 244). L'approche pharmacologique a consisté a tester la
sensibilité des animaux a l'aldicarb, composé utilis€ chez le ver comme indicateur de la
transmission cholinergique (7, 26, 245). Les animaux mutants ont montré une résistance a ce
traitement, suggérant un taux plus élevé d'acétylcholine au niveau de la jonction
neuromsculaire par rapport aux animaux sauvages. Cette observation a été confirmée par des
études électrophysiologiques sur les muscles du pharynx (26). Enfin, il a ét¢ montré
biochimiquement que ces animaux présentaient une diminution de l'activité
acétylcholinestérase (244).

Il faut noter que 1'on pouvait retrouver le phénotype sauvage en introduisant un transgene
contenant la dystrophine humaine (26). Cette expérience démontre que la dystrophine de C.
elegans partage au moins une partie des fonctions de la dystrophine humaine. Enfin, une
étude visant a analyser les génes dérégulés chez les mutants dys-1(cxI8) et dys-1(cx35) a mis

en évidence un profil similaire aux dérégulations observées chez les patients DMD (246).
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Ainsi, ont été identifiés des geénes de signalisation intracellulaire, de communication entre
cellules et des génes appartenant a la matrice extracellulaire. Par contre, les genes participant
au niveau énergétique de la cellule, qui sont les plus dérégulés chez les humains, apparaissent
peu impactés chez C. elegans. Les auteurs attribuent cette différence au processus de
régénération présent chez I'homme et absent chez C. elegans (246).

L'objectif principal de nos recherches vise a trouver des moyens pour lutter contre la
progression de la maladie chez I'hnomme. Malheureusement, comme décrit ci-dessus, le
phénotype de ces animaux ne se traduit pas par une dégénérescence importante. Il est donc
difficile, avec ces souches, de visualiser un effet bénéfique sur les muscles. Suite aux travaux
de Megeney et al., qui ont mis en évidence un phénotype aggravé chez les souris mdx en
absence du facteur myogénique MyoD (203), I'équipe de Laurent Ségalat a combiné une
mutation faible et thermosensible du gene hlh-1 avec l'allele dys-1(cx18). La faible
dégénérescence des mutants dys-1(cx18) a alors été considérablement accrue, se traduisant par
une dégénérescence progressive des muscles conduisant a une paralysie au stade adulte
(figure 29) (247). Depuis, I'équipe utilise ce double mutant en routine pour tenter de trouver
des pistes thérapeutiques, et elle a notamment validé ce mutant en montrant que I'on pouvait
ralentir la dégénérescence observée en traitant les animaux par de la prednisone, le seul
traitement donné actuellement en soin palliatif aux patients DMD (3). C'est cette souche qui

est utilisée dans les cribles pharmacologiques concernant la myopathie de Duchenne.

dys-1(cx18) hlh-1(cc561) dys-1(cx18) ; hlh-1(cc561)
Figure 29: Dégénérescence des cellules musculaires striées des vers dys-1(cx18) ; hlh-1(cc561).
Photos d'animaux adultes observés apres une coloration rhodamine-phalloidine révélant 1'actine au
sein des cellules musculaires. Sur ces clichés, aucune cellule musculaire n'est absente chez le
sauvage wt (a), le mutant dys-1(cxI8) (b) et le mutant hlh-1(c561) (c). Par contre les clichés du

double mutant dys-1(cxI8) ; hlh-1(c561) (d-e) mettent en évidence une désorganisation de l'actine et

60



La myopathie de Duchenne et la Dystrophine

I'absence de certaine cellules musculaires, résultante de la dégénérescence. Fleche : cellule
musculaire.

Chez C. elegans, hlh-1, 'homologue du facteur de transcription myogénique des
mammiferes MyoD, est exprimé exclusivement dans les cellules des muscles striés et leurs
précurseurs (248). Son expression commence des le stade embryonnaire et perdure jusqu'au
stade adulte. En son absence, les animaux présentent une paralysie et meurent au premier
stade larvaire L1 (249). Les larves de ces mutants présentent tout de méme des cellules
engagées dans la lignée musculaire puisqu'il est possible de visualiser des filaments de
myosine. La fonction d'HLH-1 semble donc sensiblement différente de son homologue
mammifere puisqu'il n'est pas indispensable a la détermination des lignées musculaires (250).
Il faut noter que les mutants thermosensibles hlh-1(cc561) présentent un phénotype normal a
15°C et que toutes les expériences faites avec le double mutant s'effectuent a cette
température permissive. Le mécanisme qui mene a une augmentation de la dégénérescence en
combinant les deux mutations n'est pas €élucidé. Notre hypothese est que la mutation faible
hlh-1(cc561) fragilise les cellules musculaires qui deviennent beaucoup plus sensibles a

lI'absence de dystrophine.

Evidemment la présence d'une mutation supplémentaire complexifie les conclusions
de nos études. Néanmoins, nous pouvons vérifier rapidement si les molécules identifiées ont
un effet sur 1'absence de dystrophine dans un contexte simple mutant dys-/(cx18). La faible
dégénérescence de cette souche nous oblige par contre a travailler avec un grand nombre

d'individus.
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es deux chapitres suivants présentent l'amyotrophie spinale et le syndrome de
Schwartz-Jampel, ainsi que les geénes qui leur sont liés. Ils introduisent également
les homologues de ces genes chez C. elegans et les conséquences de leurs
inactivations. Ils resteront tout de méme succincts, car 1'objectif de cette these n'est pas d'en
comprendre les mécanismes en détail, mais de permettre la mise au point de modeles
utilisables en criblage, et tenter de trouver des molécules actives ralentissant les troubles

observés chez ces derniers.

V. Amyotrophie spinale / SMN (Survival Motor Neuron)

1. L'amyotrophie spinale

Les amyotrophies spinales, communément appelées SMA (Spinal Muscular Atrophy),
forment un groupe de maladies héréditaires a transmission autosomique récessive. Elles ont
une incidence de 1/10.000 naissances et touchent aussi bien les garcons que les filles (251).
Elles se traduisent par des altérations plus ou moins importantes selon le type de SMA, allant
du type I, le plus sévere, au type IV (252). Ces altérations consistent essentiellement en une
dégénérescence des motoneurones de la corne antérieure de la moelle épinicre et en une
atrophie musculaire. Elles sont dues a une délétion homozygote du géne SMN (Survival of
Motor Neuron). Ce gene code une protéine exprimée de facon ubiquitaire, mais avec une
expression plus ou moins importante en fonction des tissus (253, 254). Ainsi chez une
personne "saine", on la retrouve en grande quantité dans la moelle épiniere et dans le tissu
musculaire (255). De plus, il est admis que le niveau de diminution de protéine SMN observé
dans ces tissus est étroitement lié avec la sévérité de la maladie. Par contre, le role de cette
protéine est tres mal compris. Par exemple, la diminution de son expression dans les autres
tissus comme le coeur ou le foie n'entraine pas de troubles détectables chez les patients
atteints de SMA (patients SMA). Il a tout de méme été montré que SMN est impliqué dans la
maturation de certains ARN indispensables au maintien et a la survie du motoneurone (256).

A ce jour, les grandes questions concernant cette maladie sont toujours sans réponse,
ainsi de nombreuses équipes cherchent a déterminer les mécanismes liés a l'apparition et
I'évolution de cette maladie. Ils essayent aussi de déterminer si le point de départ est nerveux
ou musculaire. Malheureusement les résultats sont souvent difficiles a interpréter a 1'image
des modeles murins développés en France. En effet, afin d'identifier le point de départ de la

maladie, le géne SMN a été invalidé par un systeme tissu spécifique (Cre/loxP)
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indépendamment dans les muscles et dans les neurones (257, 258). De facon surprenante, ces
deux modeles présentent des symptomes proches de ceux retrouvés chez les patients SMA
sans pour autant présenter de dégénérescence motoneuronale. Les troubles observés avec le
modele murin ciblant les neurones semblent tout de méme plus proches des troubles observés
chez les patients SMA (259). Ainsi les motoneurones ne dégénerent pas, mais présentent des
anormalités morphologiques et les muscles sont en partie dénervés, alors que le modele
ciblant les muscles se limite a des atteintes musculaires de type dystrophique. Il est donc
probable que les troubles observés chez les patients aient plusieurs origines.

Finalement, plusieurs hypotheses ont vu le jour. Ces hypotheses, décrites plus bas,
suggerent que les problemes observés sont la résultante d'un défaut de développement lors du
stade embryonnaire, une défaillance de facteurs de croissance, et une relation nerf-muscle
perturbée.

Les atteintes les plus invalidantes et conduisant au déces des patients SMA sont
l'insuffisance respiratoire et les complications ostéoarticulaires. L'insuffisance respiratoire
résulte essentiellement de la paralysie des muscles intercostaux, de la déformation de la cage
thoracique et du rachis. Les troubles ostéoarticulaires se traduisent par une déformation et une
raideur des articulations. Ces raideurs sont une conséquence directe de la paralysie. En
absence de mouvement les parties molles des articulations, comprenant les tendons, les
muscles, les capsules et les ligaments, se rétractent et déforment petit a petit les structures

articulaires correspondantes, de plus, la croissance osseuse aggrave leurs conséquences.

En fonction de la gravité des atteintes, les SMA sont regroupées en 4 types :

- Typel:

Le type I (SMAI) ou maladie de Werdnig-Hoffmann est la forme la plus sévere. Les
signes cliniques sont visibles deés le stade embryonnaire. Les nouveau-nés de ce type
nécessitent une assistance respiratoire en raison de leur degré de faiblesse. Leurs muscles
intercostaux et respiratoires sont tres atteints et entrainent une insuffisance respiratoire
responsable de la mort de plus de 80 % des enfants deés la premiere année. Seule une

assistance respiratoire quotidienne permet d'allonger un peu leur durée de vie (260, 261).

- Typell:
Le type II (SMA 1II) représente la forme intermédiaire. Les enfants commencent a
présenter des troubles entre le 3° et le 15° mois et décedent entre la 4° année et 1'adolescence,
sans avoir pu apprendre a marcher. Leurs atteintes se traduisent par une grande faiblesse

touchant plus les jambes que le tronc ou les bras, bien que leur degré d'atteinte varie d'un
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patient a l'autre. Les travaux d'Araki et al. suggerent que le stress oxydatif et la mort cellulaire
par apoptose joueraient un rdle majeur dans la neurodégénérescence observée chez ces

patients (262).

- Typelll:
Le type III (SMA III) ou maladie de Kugelberg-Welander prend place entre 1'age de 2
et 17 ans. Les patients SMA III peuvent généralement marcher et leur durée de vie dépend en

grande partie de 1'assistance qui leur est fournie.

- TypelV:
Chez ces patients, la maladie apparait tardivement et est de moindre gravité. Elle
restait d'ailleurs longtemps classée comme n'étant pas une SMA. Cependant, en montrant que
ces patients présentaient des délétions du gene SMN, les cliniciens ont ajouté un quatriéme

type a la classification des SMA (SMA 1V), appelé aussi forme adulte.

2. SMN

2.1. Legene SMN

Le geéne responsable des SMA est appelé SMN (Survival of Motor Neuron). Il est situé
sur le bras long du chromosome 5, sur une région centromérique trés complexe qui présente
une duplication inversée d'environ 500 kb (263-267). Ce locus contient 4 génes, le gene SMN,
un geéne codant la protéine NAIP (Neuronal apoptosis inhibitory protein), un gene codant la
protéine P44 (sous-unité d'un facteur de transcription) et le géne H4F5 dont la fonction est
encore inconnue (267-269). En raison de la duplication, ces génes sont présents en deux
copies, une télomérique et une autre centromérique (figure 30). La copie télomérique de SMN
est nommée SMNI et la copie centromérique SMN2. L'analyse de leurs régions codantes met
en évidence une forte conservation, suggérant que la duplication est un événement récent de
I'évolution (267, 270).

Le géne SMNI comporte 9 exons répartis sur 27 kb, il donne lieu a un transcrit de 1,7 kb
(271, 272). Ce gene est muté chez 95 % des patients, et la plupart des mutations se situent
dans les régions trés conservées des exons 6 et 7 (273-275). Il differe de sa copie
centromérique SMN2 par cinq paires de bases dont une située sur l'exon 7 qui entraine
I'exclusion de cet exon lors de 1'eppissage de 'ARNm de SMN2 (276). Le transcrit de SMN2
(sans exon 7) code une protéine raccourcie de 16 résidus du coté carboxyterminal (277). Il en

résulte une protéine instable incapable de compenser I'absence de protéine SMNI1 (278).
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Figure 30 : Structure du locus 11.2-13.3 du bras long du
chromosome 5 et du géne SMN. Les mutations retrouvées chez les

patients SMA sont le plus souvent des délétions portant sur 1'exon 7 (95
% des cas). D'apres Lefebvre et al. (267).

SMN?2 peut étre exprimé normalement sans empécher la maladie lorsque SMNI est muté.
A l'inverse, SMN2 peut présenter des mutations sans entrainer la maladie quand SMNI est
exprimé normalement. Par contre, ces genes n'ont jamais ét€ vus mutés simultanément,
suggérant un effet 1étal quand les mutations sont combinées.

Il faut noter que SMN2 peut, dans une faible proportion, donner lieu a une protéine
normale, incluant I'exon 7 (fig. 31). Cette faible expression compense alors 1égerement les
conséquences de la défaillance de SMNI. De plus, SMN2 est souvent retrouvé en plusieurs
copies, augmentant le nombre de protéines SMN normales ; mais malheureusement méme
avec une forte proportion de protéines normales issues de SMN2, l'activité transcriptionnelle
de base du gene SMN?2 reste faible par rapport a SMNI, diminuant ainsi son impact (fig. 31)
(279, 280).

Enfin, il existe une étroite corrélation entre la sévérité de la maladie (Type I, II, III et IV)
et la quantité de protéines intactes retrouvées dans les tissus (281, 282). En se basant sur cette
observation, plusieurs équipes de recherche tentent de mettre au point des techniques
permettant de réguler la transcription du gene SMN2 afin d'augmenter son expression, mais

aussi de promouvoir 'apparition de la forme stable (283).
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Gene — SMN2 - y/a ' SMN1
Transcript [ 1.....6-877 | 1...6-7-8] |1...6-7-8 | CONTROL
(abundance) Truncated form Full length form Full length form
(+++) (+) (++++)
Protein Unstable protein protein protein
(abundance) (0) (+) (++++)
_ 7 pZ
Gene —— SMN2 — ‘ 11—
/—\ N
Transcript | , [ 6-8 l | 1w 6-7-81 ___SMA
(abundance) (+++) (+)
Protein Unstable protein protein
(abundance) (0) (+)

Figure 31 : Bases génétiques des amyotrophies spinales. Les génes sont représentés par des
carrés. Chez les patients saints (panneau du haut), le géne SMNI est transcrit dans son
intégralité et le géne SMN2 est transcrit majoritairement en une forme tronquée excluant
I'exon 7 et minoritairement en intégralité. La forme tronquée donne une protéine instable et
non fonctionnelle. Chez les patients SMA, seul le gene SMN2 est transcrit ; le degré de la
maladie est alors directement relié a la quantité de protéine intacte (incluant I'exon 7) produit

par ce géne. Image adaptée de Nicole et al. (2002) (259).

Finalement, malgré une génétique trés complexe, cette maladie peut étre apparentée a

une maladie perte de fonction.

2.2. La protéine SMN

La protéine SMN, dans sa forme intacte, est composée de 294 a.a. avec une masse
moléculaire de 38 kDa. Elle ne présente aucune homologie significative avec des protéines
déja connues (267). La majorité des délétions observées sur le gene SMNI impacte la région

C-terminale de la protéine, suggérant un role prédominant de cette région dans son activité
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(267). De plus cette région est hautement conservée entre les especes, allant de la levure a
I'homme, en passant par le nématode C. elegans . Cette région présente une séquence qui est
connue pour lier 'ARN (284).

La protéine SMN est présente dans toutes les cellules de 1'organisme, on la retrouve
aussi bien dans le cytoplasme et dans le noyau. A la différence d'une localisation diffuse dans
le cytoplasme, dans le noyau cette protéine est regroupée dans des structures appelées gems
(gemini of coiled bodies) dont la fonction reste trés obscure (256).

Quel que soit sa localisation, nucléaire ou cytoplasmique, la protéine SMN s'associe a
un complexe macromoléculaire composé de protéines SIP (SMN Interacting Protein), aussi
appelées gémine, et plusieurs autres protéines, dont les protéines Sm (256, 285) (pour revue,
voir (286)). Ce complexe intervient dans la biogenese des spliceosomes, ensembles
ribonucléiques impliqués dans la maturation des ARNm, dont certains, probablement
indispensables a la survie du motoneurone (284, 287). Pour rappel, les spliceosomes sont
formés dans le cytoplasme par association de snRNP (complexe ribonucléique associant des
protéines et des petits ARN nucléaires, les snRNA) et de complexe SMN-SIP ; une fois
formés dans le cytoplasme, les spliceosomes migrent dans le noyau pour s'associer aux
ARNm et réaliser leur épissage (pour revue, voir (286)). De nombreuses questions restent
cependant non élucidées quant a l'implication de ces phénomenes dans la dégénérescence
motoneuronale.

SMN entre aussi en interaction avec d'autres protéines. Il a par exemple ét€ montré
que SMN interagit de facon synergique avec une protéine anti-apoptotique, Bcl-2 (B-cell
leukemia oncogene-2) (288, 289). La réduction ou l'absence de l'activité anti-apoptotique du
couple synergique SMN / Bcl-2 pourrait participer a la dégénérescence des motoneurones et
donc a la mise en place des SMA (289). Encore une fois, c’est I'extrémité C-terminale de
SMN qui semble indispensable a cette fonction anti-apoptotique (290). Il a aussi été montré
que SMN et Bcl-2 se situent dans la région post-synaptique des jonctions neuromusculaires
(c6té musculaire). La protéine SMN normale située en post-synaptique pourrait alors
participer au maintien de ces jonctions. Chez les patients SMA, on retrouve une diminution
tres importante de SMN au niveau de ces jonctions, ce qui est aussi probablement lié au

phénotype de dégénérescence (291).

Comme décrit précédemment, il existe plusieurs seuils de gravité dans les SMA,
classés en quatre types. Ce seuil de gravité est inversement proportionnel a la quantité de
protéine SMN retrouvée dans les tissus (Tableau 2) (256, 282). De facon inexplicable a ce
jour, c'est dans la moelle épiniere que le taux d'expression protéique est le plus affecté. Dans

les cas de type I, on retrouve dans ces tissus moins de 1/100 de la quantité évaluée chez les
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enfants sains. De plus cette observation est corrélée avec le fait que I'on retrouve un nombre
moins important de gems dans les fibroblastes de ces patients (281). En conclusion, ces
auteurs suggerent une forte corrélation entre la sévérité de la maladie et la diminution du taux
d'expression de la protéine SMN dans les motoneurones mais aussi avec la quantité de gems

présents dans les fibroblastes.

Phénotype Taux d'expression de SMN (%)
Formes séveres (Type I) 5320 %
Formes intermédiaires (Type II) 30280 %
Formes modérées (Type III & IV) Taux equivalent aux personnes saines
Tableau 2 : Phénotypes et taux d'expression de la protéine SMN extraite de lignées
lymphoblastoide.

Conclusion :

Le déficit de la protéine SMN au niveau de la moelle épiniere serait donc 1ié a une
dégénérescence motoneuronale chez les patients. Parallelement, le déficit de la protéine SMIN
au niveau musculaire pourrait conduire a un phénotype dystrophique. Par contre, cette
diminution dans les autres tissus, tout de méme moins importante, ne se traduit pas par des
altérations visibles. A ce jour plusieurs explications sont émises, mais aucune réellement
démontrées. Par exemple, les processus de maturation des ARNm sont variables selon les
tissus, ainsi le phénomene de maturation au sein des motoneurones ou du muscle serait
spécifique et plus dépendant de la protéine SMN. Une autre explication repose sur la relation
entre SMN et des protéines anti-apoptotiques, cette interaction serait cruciale dans les tissus
atteints, leur absence laisserait libre cours aux protéines pro-apoptotiques ; une

dégénérescence progressive s'en suivrait.

3. Les modéeles

Comme pour les autres maladies, le développement de modeles animaux mimant les
SMA présente un moyen de comprendre plus facilement et rapidement les mécanismes liés a
la dégénérescence motoneuronale mais aussi d'explorer différentes voies thérapeutiques.
Malheureusement cette stratégie est cruellement limitée par le fait que seuls les hommes
présentent deux copies du gene SMN, SMNI et SMN2. En effet la perte totale de protéines
SMN est non viable. Ainsi l'inactivation du géne par knock-out chez la souris aboutit a des
formes précocement létales et donc inutilisables pour les essais thérapeutiques. Afin de

contourner cette limitation, les chercheurs se sont engagés dans trois directions : i) introduire
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une copie du gene SMN2 humain chez les souris homozygotes SMN -/- (292, 293), ii) réduire
le niveau d'expression du géne SMN endogeéne dans des souris sauvages (294), iii) générer des
souris présentant des délétions précises de I'exon 7 (257, 258).

Ces différents modeles sont disponibles a ce jour et utilisés pour 1'étude de cette maladie.
N'ayant pas encore entrepris de tests sur les modeles murins, je ne les présenterai pas plus en

détails.

4. Les traitements / La recherche

A ce jour il n'existe aucun traitement pour les SMA. Les soins consistent a prévenir et a
gérer les effets direct et indirect de la perte progressive des unités motrices. Les soins se
concentrent sur l'appareil respiratoire chez les patients de type I, ainsi des les premiers signes
d'infections les cliniciens prescrivent des antibiotiques et tentent de désencombrer leurs voies
pulmonaires tout en leur délivrant une assistance respiratoire. Pour les malades de type II et
III, une pratique réguliere d'exercice peut ralentir les atteintes respiratoires. Un programme de
rééducation intensif et quotidien de I'ensemble du corps est aussi nécessaire pour tenter de

conserver la mobilité des articulations et une force musculaire suffisante.

En ce qui concerne la recherche thérapeutique, plusieurs voies sont explorées a ce jour :

La piste la plus prometteuse a ce jour consiste a développer des composés susceptibles
de stimuler l'expression du gene SMN2. Cette stratégie nécessite néanmoins que les molécules
identifiées comme stimulant I'activité transcriptionnelle de SMN2 le fassent de facon
spécifique, c'est-a-dire qu'elles n'aient pas d'activité sur d'autres génes qui pourraient étre
"indésirables". Plusieurs équipes ont mis au point des cribles in vitro permettant de mesurer
l'activité du promoteur SMN2 (283, 295). Malheureusement, les composés identifiés dans ce
type de crible doivent subir de nombreux tests avant d'€tre validés et poursuivis en tests
cliniques.

De la méme maniere, partant du principe que SMN2 produit deux types de protéines,
I'une majoritaire et instable et I'autre minoritaire mais intacte, des cribles sont mis en place
pour identifier des composés susceptibles de promouvoir l'expression de la forme minoritaire
(contenant l'exon 7) (296, 297). La encore, ces composés devront rester spécifiques des
ARNm de SMN2 (298). Issue de cette stratégie on peut citer 1'acide valproique qui est évalué
een essai pilote (298-300).

Une autre piste envisagée consiste a moduler les processus de survie du motoneurone.
Ainsi, des cribles hauts débits, basés sur des neurones en cultures, sont mis en place. Ils

permettront a terme d'identifier des composés susceptibles de maintenir ces cellules en vie et
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permettront ainsi d'identifier des cibles thérapeutiques (301). Plusieurs composés ont été
identifiés par cette approche, dont le riluzole, mais n'ont pour l'instant pas montré d'efficacité
lors des tests cliniques (302-304).

Enfin les thérapies cellulaire et génique sont a ce jour peu explorées, de plus en I'état
actuel de la recherche, il est difficile de déterminer si les efforts doivent s'orienter vers les
motoneurones ou vers les fibres musculaires. Des chercheurs ont tout de méme réussi a
observer un nombre de gems équivalent, voire supérieur, a celui des individus sains apres

avoir introduit une copie du géene SMN dans des fibroblastes issus de patients SMA (305).

5. SMN chez C. elegans

Chez C. elegans, 1'homologue de SMN1 est présent en une seule copie et nommé smn- 1
(306). A ce jour ce gene est peu étudié chez le nématode. Sa séquence présente de fortes
homologies avec la séquence humaine, notamment au niveau des zones conservées entre les
différentes especes, suggérant une conservation des fonctions essentielles telles que la
capacité de se lier aux ARN et a certaines protéines anti-apoptotiques (306). smn-1 est
constitué de 5 exons et de 4 petits introns pour une taille de 745 pb, le tout codant une
protéine de 207 acides aminés (figure 32).

L'utilisation d'un gene rapporteur fusionné a la séquence complete du gene smn-1
(incluant le promoteur) a permis d'étudier son expression. Au stade embryonnaire, smn-1
s'exprime de facon diffuse dans le cytoplasme de la plupart des cellules, et de facon tres
importante dans tous les noyaux (306). Chez l'adulte, smn-1 présente une forte expression
dans les noyaux de la plupart des cellules dont les neurones, les muscles, 1'épiderme, les
cellules excrétrices et les cellules germinales ; par contre seuls les neurones et les cellules
excrétrices ont montré une expression cytoplasmique significative (306). L'ARNm de smn-1
et la protéine SMN1 ont aussi été détectés dans les tous premiers stades du développement,

suggérant une origine maternelle de ce transcrit et de cette protéine.

6. Mutations du gene smn-1 et conséquences chez C. elegans

Les premicres tentatives d'inactivation de smn-1 chez C. elegans ont été conduites par
injection d'un transgene entrainant la diminution des trancrits smn-I par ARN interférence
(306). Les animaux transgéniques obtenus se caractérisent par une forte 1étalité embryonnaire,
suggérant un réle important de cette protéine lors des premiers stades du développement.
Comme décrit plus haut, chez 'homme, SMN interagit avec une protéine anti-apoptotique

nommée BCL-2, et cette interaction pourrait €tre impliquée dans le phénomene de
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dégénérescence motoneuronale (289). Chez le nématode, 1'homologue de bcl-2 se nomme
ced-9, et joue un role important dans le contrdle des phénomenes apoptotiques des cellules
somatiques, mais aussi des cellules germinales (307). Or, il a ét€ montré que les processus
apoptotiques sont essentiels a la mise en place et au maintien des cellules germinales (308).
L'inactivation de smn-1 pourrait donc participer au déreglement de ced-9, ce qui expliquerait
la 1étalité embryonnaire observée chez les animaux traités par RNAi anti-smn-1 (306). En
parallele de ce role anti-apoptotique, la perte de la protéine SMN pourrait entrainer des
défauts dans les processus de maturation des ARNm essentiels aux premiers stades du
développement.

Plus récemment, une mutation de smn-I a été caractérisée (309). Cette mutation
correspond a une délétion de 975 pb s'étalant sur 246 pb en amont du gene smn-1 et couvrant
la quasi totalité du gene, seul 87 pb en 3' incluant le codon stop sont conservées ; cet allele se
nomme 0k355 (fig. 32) (309).

e
kip-16 <= smn-1 F30A10.10 €=
0k355 i

Figure 32 : Représentation schématique de 1'allele 0k355 du gene smn-1 (309). Les parties
codantes sont schématisées par des carrés, et les fleches représentent le sens de lecture. La
délétion 0k355 couvre la quasi totalit¢ du gene smn-I et probablement une partie des

séquences régulatrices du gene klp-16. Image adaptée de Briese et al. (2009).

Cette mutation est considérée comme nulle et entraine une forte 1étalit€é embryonnaire a
1'état homozygote. Un mutant portant l'allele 0k355 est disponible au CGC sous le nom de
LMO99 [smn-1(0k355)/hT2[bli-4(e937) qls48] (I; 1II)]. L'alleéle 0k355 est maintenu sous une
forme hétérozygote balancée. Les descendants homozygotes sont alors capables de passer les
premiers stades du développement grace aux ARNm smn-1 et aux protéines SMN-1 hérités de
la mere hétérozygote. Les descendants homozygotes présentent une durée de vie
considérablement réduite, des défauts de mise en place des cellules germinales et des
gonades, mais aussi des problemes moteurs (309). En effet, la motricité de ces animaux
décline progressivement a partir des derniers stades larvaires, les adultes finissent par étre

completement paralysés. En comparaison, les animaux hétérozygotes ne semblent pas atteints.
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Par contre l'analyse des neurones des animaux paralysés ne met pas en évidence de
dégénérescence ou d'atteintes motoneuronales (309).

Afin de déterminer l'origine de cette atteinte motrice, Briese et al. (2009) ont injecté
dans ces animaux un transgene capable d'exprimer SMN-1 spécifiquement dans le systeme
nerveux. IIs ont observé une légere restauration du phenotype sauvage, suggérant un lien entre
les troubles moteurs observés et 1'absence de protéine SMN-1 dans le systéme nerveux (309).
La méme experience a été réalisée avec un promoteur musculaire mais n'a montré que tres
peu d'effet ; il faut tout de méme rester prudent avec ce genre de technique, car les transgenes
non intégrés ne sont pas fidelement transmis a l'ensemble des cellules des animaux, il en
résulte une expression mosaique qui est parfois difficile a interpréter (310). De plus ces
auteurs ont noté une transmission des construits anormalement basse, laissant penser que ces

constructions sont létales. Il est donc possible que ces vecteurs aient subi des modifications

dans les lignées analysées.

L'utilisation de la souche LM99 dans le but d'identifier des molécules thérapeutiques, ou
des genes, susceptibles de restaurer le phénotype sauvage semble prometteuse,
malheureusement cette stratégie est difficile a mettre en place pour deux raisons : i) la 1étalité
entrainée par l'absence de protéine SMN-1 nous oblige a travailler avec la souche
hétérozygote balancée, ce qui complexifie considérablement des analyses a grande échelle, ii)
la délétion 0k355 s'étend en amont du gene smn-1, touchant les séquences régulatrices du
gene klp-16 (fig. 32), et nous ne pouvons pas affirmer a ce jour que la dérégulation de ce gene
ne joue pas dans la mise en place des troubles moteurs observés (309). Ce point est plus

amplement détaillé dans le chapitre dédié au développement des cribles.
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VI. Syndrome de Schwartz-Jampel / Perlecan

1. Le syndrome de Schwartz-Jampel

La maladie de Schwartz-Jampel a été décrite pour la premiere fois en 1962 par Schwartz
et Jampel, ce qui lui a valu son nom (311). Elle a ensuite été décrite en détail par Aberfeld et
al. en 1965 (312).

Le syndrome de Schwartz-Jampel (SJS) est causé par des mutations dans le géne codant
I'Héparane Sulfate Proteoglycan 2 (HSPG2) ou perlecan, une protéine de la membrane basale.
Cette protéine est associée, comme la dystrophine, au DGC (via l'a-dystroglycane). A la
différence de la dystrophine qui est située du co6té cytoplasmique, le Perlecan, lui est localisé

du co6té de la matrice extracellulaire (fig. 12) (313).

Les patients SJS présentent une myotonie, une raideur musculaire et des anomalies
ostéo-articulaires, néanmoins leur durée de vie ne semble pas atteinte (314). Seule une
centaine de cas ont été rapportés dans la littérature a ce jour (313). Les manifestations
cliniques apparaissent précocement apres la naissance. Les articulations sont raides, voire
fixées, ce qui rend la marche incertaine et hésitante. L'installation de la raideur articulaire est
progressive, atteignant son maximum au cours de l'adolescence. Le tableau clinique associe
aussi une petite taille, un hirsutisme, une myopie, ainsi que plusieurs autres troubles (SJS,
MIM# 255800). La transmission est autosomique récessive (313). La maladie semble se

stabiliser apres I'adolescence.

L'analyse par immunocytochimie d'une biopsie de peau ou de muscle d'un malade SJS
montre une diminution d'expression du perlecan (315). Quand cette expression est totalement
abolie on parle alors de Dyssegmental Dysplasia Silverman-Handmaker (DDSH; MIM#

224410), maladie qui ne sera pas abordée dans ce manuscrit.
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2. Le Perlecan

2.1. Structure

Le geéne codant le perlecan ou HSPG2 (Heparan Sulfate Proteoglycan 2) est situé sur le
chromosome 1 (1p35-p36.1). Il est composé de 97 exons répartis sur 13.2 kb (66, 316). La
protéine mature, sans sa partie N-terminale correspondant a un peptide signal de 21 a.a., est
composée de 4370 a.a. pour un poids de 467 kDa. Au regard de sa structure, le perlecan peut
étre subdivisé en 5 domaines (I, I, IIL, IV, V) (figure 33) (313).

Le domaine I présente des sites riches en sérine permettant une liaison avec des chaines
HS (Heparan Sulfate) et un domaine SEA (Sperm protein, Enterokinase, Agrin) qui participe

aussi aux liaisons avec les HS (317, 318).

Le domaine II est composé d'une répétition d'unités riches en cystéine (LA module) qui
ressemble aux domaines de fixations retrouvés dans les récepteurs LDL (Low-Density

Lipoprotein receptor).

Le domaine III présente une forte homologie avec les chaines o des laminines. Il se
compose d'une répétition d'unités LE (Laminin Epidermal growth factor-like) dont 3
présentant des modules globulaires dépourvus de cystéine (L4) (319). Chaque unité LE

contient 6 a 8 cystéines qui forment trois ou quatre ponts disulfure.

Le domaine IV représente le domaine le plus important au niveau de la taille, et il se

décompose en une série de 21 unités de type immunoglobuline (Ig).

Le domaine V est composé de trois unités type laminine G (LG) et de quatre unités
appelées Epidermal Growth factor-like (EG). Il présente des similarités avec l'agrine

présentée plus haut.
Diverses modifications peuvent étre apportées a la protéine, tel l'ajout de chalnes

d'Héparane Sulfate (HS) (320). Ces modifications sont dépendantes du type cellulaire ou est

exprimée cette protéine.
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Figure 33 : Représentation schématique du perlecan (HSPG2) et des mutations
retrouvées a ce jour chez les patients atteints du syndrome de Schwartz-Jampel (313). Le
Perlecan peut étre subdivisé en 5 domaines (I a V). Trois chaines de glycosaminoglycane sont
attachées a la partie N-terminale du domaine I. Les mutations grisées correspondent a des
mutations identifiées a I'état hétérozygote alors que les mutations en gras correspondent a des

mutations identifiées a 1'état homozygote. Image adaptée de Stum et al., (2006) (321).

Les mutations responsables de cette maladie sont tres diverses et sont réparties sur
toute la longueur du gene, sauf sur le domaine I (figure 33). Il n’a pas été mis en évidence de
corrélation génotype/phénotype (313). I faut noter que le perlecan n'est pas completement
absent chez les patients SJS. L'analyse des mutations connues amene a penser qu'il s'agirait

d'une expression de protéines tronquées, ne remplissant pas toutes ses fonctions.

2.2. Expression

Le Perlecan a été observé dans les membranes basales de tous les types cellulaires
étudiés (322, 323). Il faut noter que, bien que ne présentant pas de réelles membranes basales,
les tissus cartilagineux sont les tissus les plus riches en perlecan (324-326). Au niveau des
muscles squelettiques, comme décrit dans la figure 12, le perlecan est retrouvé associé au

DGC et aux protéines de la matrice extracellulaire.
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2.3. Fonctions

En raison de ses multiples sites de liaisons, plusieurs rdles lui ont été attribués ; le

Perlecan jouerait notamment un rdle important dans |'architecture / interaction des membranes

plasmiques / basales vis-a-vis du milieu environnent, mais aussi dans l'organisation des

cellules entre elles et dans la signalisation via la modulation de facteurs de croissance (figure
34) (pour revue, voir (327, 328)).

Voici une description, non exhaustive, des sites de liaisons identifiés a ce jour sur chacun des

domaines :

Le domaine I peut se lier, via ses chaines HS (Heparane Sulfate), a de nombreux
éléments tels que la laminine-1, la fibronectine, la fibriline-1 mais aussi au collageéne de type
IV et a des facteurs de croissance tels que FGF-2 (Fibroblast Growth Factor), PDGF (Platelet-
Derived Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (326, 329-338). Par
ces interactions le domaine I est impliqué dans des phénomenes d'adhésion et de mobilité
cellulaire, dans l'architecture de la membrane basale (notamment au niveau de la jonction
neuromusculaire), dans la chondrogénese, mais aussi dans 1'angiogénese et la modulation de
facteurs de croissance.

Le domaine II peut se lier a la fibriline-1 et aux VLDL (Very Low Density
Lipoprotein) (337, 339).

Le domaine III présente des sites de fixation pour des protéines de la matrice
extracellulaire, pour l'intégrine et pour des facteurs de croissance tels que FGF7 et PDGF
(340-342). 11 serait impliqué dans la modulation des facteurs de croissance et de
l'angiogénese.

Le domaine IV entretient des interactions avec la fibronectine, la fibuline-2, les
héparines, PDGF et plusieurs autres éléments de la matrice extracellulaire (334). Il est
impliqué dans les phénomenes d'adhésion et de mobilité cellulaire, dans les processus
d'angiogénese, et il est aussi en relation avec les facteurs de croissance.

Le domaine V présente aussi un grand nombre de sites de liaison, dont des sites
spécifiques du collagene de type XVIII et des fibulines (332, 343-346). 11 faut noter que ce
domaine V interagit avec l'a-dystroglycane, et donc, avec le complexe DGC présenté en
figure 12 (347-349). 11 est capable d'interagir avec les acétylcholinestérases présentes au
niveau des jonctions neuromusculaires (350). I peut aussi interagir avec les intégrines
présentes sur les membranes basales et moduler par leur intermédiaire des voies signalétiques
spécifiques aux types cellulaires ou il est exprimé (324, 332, 336, 344, 351). Enfin, le

domaine V est impliqué dans la disponibilité de certains facteurs de croissance (en servant de
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récepteur de faible affinité), dans I'angiogénese, dans 1'ancrage de la cellule dans la matrice
extracellulaire et dans la stabilité des membranes basales (332, 333, 344, 345, 347, 352).

Roles of Perlecan

HS dependent interactions

| Growth factors and growth factor receptors
Extracellular matrix molecules

I Neuromuscular junction proteins

] GAG attachment sites l

LDL binding |

Cell integrin binding
v Growth Factor binding
Extracellular matrix

Malrix binding I
Vv
Cell adhasion
Growth factor binding
Matrix binding
GAG sttachment in mouse

Figure 34 : Role du perlecan. Les diverses fonctions du
perlecan sont rendues possibles par sa capacité a se fixer a
un nombre important de partenaires, jouant ainsi un rdle clé
dans 1'adhésion des cellules a la matrice extracellulaire et a
leurs voisines, dans des processus du développement dont
l'angiogénese et la chondrogénese mais aussi dans des
cascades signalétiques dépendantes du type cellulaire ou il
est exprimé. HS : Héparane Sulfate, GAG : GlycoAmino
Glycane, LDL : Low Density Lipoprotein. Image adaptée
de Knox et al. 2006 (328).

Au regard des interactions présentées ci-dessus et des données obtenues in vitro et in

vivo, comment expliquer les atteintes observées chez les patients ?

- Les troubles ostéoarticulaires
Le développement du cartilage et sa maintenance ainsi que l'ossification sont
dépendants des interactions cellule-cellule, cellule-matrice et de la modulation de facteurs de
transcriptions et de facteurs de croissance. Vu le nombre de partenaires du perlecan
appartenant a chacune de ces classes, il est évident que, en son absence, ou avec une protéine

ne pouvant plus interagir avec tous ses partenaires, ces processus seront considérablement
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perturbés. Il est par contre tres difficile, a ce jour, d'identifier les mécanismes qui sont

touchés, plusieurs auteurs tentent tout de méme de les décrire (313, 347, 353-358).

- Les troubles musculaires

En plus d'un role important dans le rapport qu'entretiennent les cellules entre elles et
avec la matrice extracellulaire, le Perlecan est impliqué dans la localisation/disponibilité des
acétylcholinestérases au niveau des jonctions neuromusculaires (67, 350). L'absence du
Perlecan, ou de ses fonctions au niveau de ces jonctions, entraine une diminution de 1'activité
acétylcholinestérase, et il en découle une présence prolongée d'acétylcholine dans les fentes
synaptiques lors de la stimulation par le motoneurone. Ce phénomene pourrait expliquer
certains troubles musculaires observés chez les patients, dont la myotonie.

Une autre hypothese réside dans l'interaction entre le Perlecan et les laminines présentes
en présynaptique et postsynaptique des jonctions neuromusculaires. En postsynaptique, cette
interaction modulerait la localisation des récepteurs a l'acétylcholine. En présynaptique, elle
pourrait €tre impliquée dans un déréglement des canaux calcium responsables de la libération
des vésicules d'acétylcholine (359, 360).

3. Les traitements

Il n'existe a ce jour aucun traitement contre le syndrome de Schwartz-Jampel. Il a tout de
méme été montré que des composés antileptique et antiarhytmique, tel que la carbamazépine
(un anticonvulsivant tricyclique), permettraient de lutter contre la myotonie observée chez ces
patients, mais ces effets restent faibles et malheureusement inefficaces contre les autres

symptomes (361).

4. Les modéeles

L'analyse du géne codant le perlecan de différents organismes, comme le nématode C.
elegans, la mouche Drosophila melanogaster, la souris et 'homme, met en évidence une forte
conservation de sa séquence au cours de I'évolution (339, 362-366). Les mutations du
perlecan ont été étudiées chez trois animaux a ce jour, dont le nématode C. elegans (décrit
plus bas), la mouche Drosophila melanogaster et la souris. Les mutations nulles (absence de
fonction) ne sont viables dans aucun de ces organismes, suggérant un role essentiel de cette
protéine pour le vivant. De plus, les phénotypes observés sont variables en fonction de la

position de la mutation et de I'organisme étudié, ce qui souligne son role pluripotent.
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Chez la mouche Drosophila melanogaster 1'homologue du perlecan a été identifié€ par un

crible génétique. Ce mutant a été sélectionné pour son impact sur le développement des lobes
optiques des animaux, d'ou son nom, 7rol (Terribly Reduced Optic Lobes) (366-368). Trol est
exprimé durant toute la vie des mouches et a été observé dans un grand nombre de tissus, dont
les cellules cardiaques, le mesoderme, les corps gras, dans les disques imaginaires, les cellules
gliales et nerveuses (366, 368, 369). Il existe aujourd'’hui plus d'une centaine d'alleles
différents, allant de la 1étalit¢ a des effets silencieux. Les effets les plus importants se
traduisent par des anomalies de la prolifération des neuroblastes. Probablement par un lien
avec la transition des différentes phases cellulaires via les facteurs de croissance mais aussi

dans diverses voies régulatrices via ses différents partenaires (368, 370-372).

Chez la souris, l'inactivation du perlecan par knock-out entraine une Iétalité
embryonnaire due a des hémorragies. Ces hémorragies sont la résultante de la détérioration
des membranes basales suites a divers stress mécaniques, appuyant les hypotheéses émises sur
son rodle structural vis a vis des membranes basales (373, 374). Les animaux capables de
survivre aux premiers stades du développement présentent de séveres déformations osseuses,
suggérant un role important dans la chondrogénese (374). Les muscles semblent ne pas
présenter d'anomalies majeures si ce n'est un défaut de localisation de 1'acétylcholinestérase
au niveau des jonctions neuromusculaires (375, 376). Des modeles présentant des anomalies
moins séveres ont aussi été développés (321, 377). Stum et al. ont décrit une mutation
ponctuelle trés proche d'une mutation retrouvée chez un patient, ces souris présentent, entre
autres, une myotonie due a une hyperexcitabilité des fibres musculaires. Les études réalisées
avec cet animal démontrent que cette myotonie est directement liée a des problemes
d'acétylcholinestérase au niveau des jonctions neuromusculaires (321). Nous nous sommes
rapprochés de cette équipe pour permettre les futures validations de molécules issues de nos
cribles, mais le crible Shwartz-Jampel n'étant pas terminé, aucun partenariat n'a encore été

engagé.

5. Le Perlecan chez C. elegans

L'homologue du gene HSPG2 chez C. elegans est nommé unc-52 (82% d'homologie).
unc-52 est impliqué dans le développement des cellules musculaires, dans I'ancrage du disque
Z (qui supporte les filaments d'actine) a la membrane basale et dans la régulation de la
signalisation via des facteurs de croissance (378-380). Il existe plusieurs isoformes de la

protéine, exprimées a différents stades du développement et dans différents tissus.
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La figure 35 ci-dessous schématise les 3 formes principales :
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Figure 35 : Schéma représentatif des différentes isoformes de UNC-52. Image adaptée de
Rogalski et al. (2001) (379).
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Dans les embryons, la forme S est exprimée spécifiquement dans les cellules
musculaires de la téte et de la queue, alors que les formes M et L ne sont présentes que dans
les cellules musculaires responsables de la locomotion (Body wall muscle) (381). A 1'état
adulte, les formes M et L sont aussi retrouvées, en faible quantité¢, dans les cellules

musculaires de la téte et de la queue (381).

6. Mutations du gene unc-52 et conséquences chez C. elegans
Il existe différents alleles présentant des mutations du gene unc-52 (figure 36). Les

phénotypes liés sont variables en fonction de la zone mutée. Ces mutations peuvent étre

regroupées en trois classes (figure 36) (313, 378, 379).
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Figure 36 : Représentation schématique de la protéine HSPG2 et de son homologue C.
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elegans UNC-52 (les mutations connues sont schématisées) (313, 378, 379).

Classe 1: Mutations touchant uniquement la forme M et L, les animaux présentent une
paralysie progressive plus ou moins marquée en fonction de la position de la mutation, les
larves sont trés peu atteintes alors que les adultes sont séveérement paralysés. Les animaux
adultes sont également trés fins et présentent des problemes de ponte. Enfin un défaut
d'accumulation des myofilaments a ét¢ observé dans les cellules musculaires responsables de

la locomotion.

Classes 2 et 3 : Mutations proches du codon start, touchant les trois formes. Les formes M et
L ne sont généralement pas détectées, la forme S est soit absente soit trés faiblement
exprimée. Ces mutations sont 1étales et se traduisent par un arrét au stade embryonnaire (PAT

phénotype, Paralyzed and Arrested elongation at Two fold).

Le choix de la souche utilisée dans nos cribles est détaillé dans le chapitre dédié au

développement du crible Schwartz-Jampel.
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MATERIELS ET METHODES DE CRIBLAGE

I. Les molécules testées

Les chimiotheques utilisées lors des différents cribles ont trois origines :

i) une collection de 1120 composés, commercialisée par Prestwick Chemicals (Strasbourg,
France). Ils sont, pour la plupart, déja utilisés comme médicament chez 1’humain, et

couvrent un large éventail d’indications thérapeutiques,

i) une collection appartenant a la Facult¢é de Pharmacie du Campus d'Illkirch, la

chimiotheque Patrimoine, constituée de 5040 composés,

iii) une collection "locale" appartenant a 'lCBMS de Lyon (Institut de Chimie et Biochimie

Moléculaires et Supramoléculaires) composée de 1760 composés.

Il faut noter que ces deux dernieres collections chimiques font partie de la chimiotheque
Nationale. La chimiotheque Nationale a été créée en 2003 et a pour but de fédérer les
collections de produits de synthese et d'extraits naturels existants dans les laboratoires publics
francais. La majorité des composés présents dans ces chimiothéques ont une masse
moléculaire compris entre 100 et 400 g/mol. Plusieurs criteres ont orienté le choix de ces

chimiotheques :

i) utiliser, si possible, des molécules déja validées en clinique pour permettre un

acces rapide aux patients,
ii) disposer de molécules a vocation thérapeutique,
iii) disposer d'une grande diversité chimique pour essayer d'explorer le maximum de

voies possibles.

La chimiotheque Prestwick répond aux deux premiers criteres, et parallelement les

chimiotheques Patrimoine et ICBMS apportent une plus grande diversité chimique. De plus
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l'utilisation de ces deux dernieres entre dans un élan national ayant pour but de valoriser et

caractériser les produits de la chimie médicinale universitaire francaise.

La chimiotheque Patrimoine et ICBMS se présentent en plaques 96-puits. Les
colonnes correspondant aux extrémités des plaques sont vides (colonne 1 et 12), permettant
un transfert vers des plaques de tests 96-puits sans géner 1'ajout de témoins. Les composés
sont disponibles 2 raison de 30 ul a 10> M dans du DMSO (diméthylsulfoxyde). Le tout
représente 63 plaques "Patrimoine" (5080 composés) et 22 plaques "ICBMS" (1760
composés).

Les composés de la chimiotheque Prestwick ont été fournis en poudre dans des tubes en verre
lors de la 3 année du projet (la premiere version acquise par le laboratoire ne permettait pas de
couvrir les nouvelles campagnes de criblages). Tous les composés ont été dissous a leur limite
de solubilité et répartis dans des plaques 96-puits a l'image des plaques Nationales ; la

concentration est donc différente pour chacun des composés.

II. Le trieur / analyseur de nématodes ou COPAS Biosort

Au cours de la premiere année du projet, nous avons fait l'acquisition d'un robot
trieur/analyseur de vers, le COPAS Biosort (Union Biometrica). A l'image d'un cytometre de
flux, cet appareil permet d'analyser et de trier des éléments (les nématodes) passant dans une
chambre de lecture (fig. 37). Cette analyse est rendue possible par la présence de plusieurs
lasers, capables d'analyser la taille, la densité optique et le profil fluorescent de chacun des
éléments passant dans la chambre de lecture. Les profils des populations a trier sont
représentés sous forme d'un dot plot, il suffit alors de définir des fenétres de tris pour
sélectionner les animaux a trier au sein de cette population. Nous pouvons alors facilement
sélectionner des animaux "identiques" (age et profil similaire) et ainsi inoculer les puits d'une
plaque 96-puits de facon tres homogene, reproductible et rapide. Cet outil est aussi tres utile
pour analyser le profil des animaux en fin de culture (les "read out"). En effet, méme si le
COPAS est essentiellement destiné a trier les animaux, il dispose aussi d'un module
complémentaire, le "reflex", permettant d'aspirer les liquides contenus dans une plaque 96-
puits et de réaliser une description numérique de tous les €léments traversant ses faisceaux
optiques. Pour mettre en évidence et classer l'information recherchée, les jeux de données
générés peuvent alors €tre traités informatiquement, avec des programmes adaptés. Dans

"

notre cas, les différents programmes informatiques ont été créés via le logiciel "r

(http://www.r-project.org/).
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I1 faut noter que le crible DMD n'a pu bénéficier de cet outil, par contre il a été intégré

avec les cribles SMN et Schwartz-Jampel.

A: sample cup, up to 40mL of worms at a
maximum concentration of 1000/mL

B: analysing and sorting chamber, detection
of the optical density and flucrescence
along the worm

C: sorting plate were the chosen worms can
be dispatched

D: analysed plate from which worms can be
aspirated and conveyad to the analysing
chamber

WORM SORTER

(COPAS BIOSORT INSTRUMENT
from UNION BIOMETRICA)

BOMITRICA

SAMPLE INTRODUCTION

sheath sheath flow sorting brmils or gates

flow convergence-

/ FLUORESCENCE :
LASER EXCITATION DETECTION —r Yo —
-fluorescence

-optical density, size

OPTICAL DENSITY
& SIZE DETECTION !

M pD =
Two type of visualization of population :

WASTE S e — Ef -histograms of individual parameters
SAMPLE RECOVERY ” TOF : size, EXT : optical density,

SORT COLLECTION: FLU1-3: flgorescence _
M‘.‘microwellsorbulkcomainer - Dot-plots with two parameters of choice

microwells: 24, 48, 96, or 384

Figure 37 : Le COPAS Biosort. Le COPAS Biosort ou "trieur de vers" est apparenté a un
cytometre de flux, mais dont les instruments sont adaptés au nématode C. elegans. Il permet
de trier et/ou analyser une population de nématodes selon les criteres définis par 1'opérateur.

Image adaptée de site internet www.unionbio.com.
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Développement des cribles

Les cribles ont été mis au point en suivant deux objectifs principaux :

N

Permettre de tester a une concentration unique, et en duplicat, les molécules
présentes dans les chimiotheques Prestwick, Patrimoine et ICBMS dans les trois
ans du projet. Nous avons environ 8000 molécules a tester par maladie, et ceci en
duplicat. En considérant que chacun des essais devra comporter des témoins, nous
avons donc un objectif de plus de 48000 points a effectuer sur trois ans. Pour
permettre de réaliser les validations des composés positifs, les méthodes de
criblage doivent donc permettre d'atteindre des débits minimums de plus de 1500

composés par mois.

Réunir les conditions expérimentales permettant de tester les composés aux
concentrations les plus élevées possibles. En raison de la faible perméabilité de la
cuticule du nématode, et de 'absence d'information concernant les cibles a traiter,
notre stratégie consiste a tester les molécules a de fortes concentrations, et si
besoin, a retester a de plus faibles doses les composés identifiés comme toxiques

lors des cribles.

Pour la chimiotheque Nationale, nous disposons seulement de 30 ul de composés, il

faut donc bien définir les volumes a utiliser dans les différents cribles pour ne pas épuiser les

stocks avant la fin des campagnes de criblage.

La concentration maximale que 1'on peut tester avec la chimiotheque Nationale est imposée

par son format de réception. En effet, les composés de la Chimiothéque Nationale sont dilués

dans du DMSO 2 une concentration de 10> M, or le nématode ne supporte pas plus de 2 % de

DMSO dans le milieu, et pour ne prendre aucun risque, nous avons décidé de nous limiter a

1% DMSO. Une fois mélangées au milieu, les drogues sont donc diluées un minimum de 100

fois. Ce choix nous limite alors a une concentration de 10* M finale.

Il faut noter que ce probleme de concentration et de volume est moins problématique

avec la chimiotheéque Prestwick car nous avons pu l'obtenir en poudre, en quantité suffisante

pour atteindre des doses comprises entre 107 et 10* M finale.
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1. Le crible DMD

A mon arrivée au laboratoire, les souches dys-1(cx18) et dys-1(cx18) ; hlh-1(cc561)
avaient déja ¢té développées et utilisées en routine pour étudier les différentes fonctions et les
partenaires de la dystrophine, mais aussi pour tenter de comprendre les mécanismes de
dégénérescence survenant en son absence. Lors de ces études, le groupe du Docteur Ségalat a
conduit une expérience pilote visant a utiliser ce modele dans des cribles pharmacologiques.
Cet essai s'est traduit par des résultats enthousiasmants. En effet, sur 100 molécules testées en
aveugle, la prednisone, le traitement de référence donné en soin palliatif aux patients DMD, a
pu étre identifiée pour ses effets bénéfiques sur notre modele dégénératif dys-1(cx18) ; hih-
I(cc561). Fort de cette preuve de concept, I'équipe de Laurent Ségalat a entrepris de cribler
environ 800 composés appartenant a la chimiothéque Prestwick. Les résultats de ce crible

primaire sont présentés dans le chapitre dédié aux résultats des différents cribles.

A T'époque, le protocole mis en place pour mesurer l'efficacité des molécules sur le
modele dys-1(cxI8) ; hlh-1(cc561) ne pouvait dépasser la cadence de 30 composés par mois
et nécessitait le travail d'une technicienne a temps plein. Ce crible a alors pris un peu plus de 2
ans et s'est achevé a mon arrivée. Il est donc évident que de telles conditions ne permettaient
pas de remplir notre objectif ; c'est-a-dire pour la Myopathie de Duchenne, cribler les
molécules appartenant a la Chimiotheque Nationale (~ 7000 composés) en moins d'un an.
Mon travail, en plus de travailler sur la validation et 1'analyse des composés initialement
identifiés, a donc été d'adapter les conditions expérimentales pour permettre de tester
rapidement les composés de la Chimiotheque Nationale. De plus, ce travail devait servir de
base pour permettre de définir les éléments et les conditions nécessaires au criblage des
mémes molécules (comprenant les composés Prestwick) sur plusieurs autres maladies, dont

I'amyotrophie spinale et le syndrome de Schwartz-Jampel.

Le protocole initialement établi au laboratoire se décomposait en plusieurs phases,

dont quatre particulierement fastidieuses et inadaptées a un large crible pharmacologique :

* La préparation des milieux et les conditions de culture: L.es drogues étaient
mélangées au milieu gélosé traditionnellement utilisé pour cultiver C. elegans

(NGM, Nematode Growth Media), dans des boites de pétri de 60 mm. La quantité
de milieu utilisée était donc importante (10 ml). Par conséquent, pour respecter la
stratégie de criblage (test 2 10* M final pour la chimiothéque Nationale), nous

aurions eu besoin de 100 ul de composés par point d'analyse. Or, les composés
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présents dans la Chimotheque Nationale sont "rares", peu abondants, et destinés a
I'ensemble de la communauté scientifique ; il est donc important de ne pas les

gacher.

¢ L'ensemencement des individus a traiter : Pour obtenir des données

homogenes et suffisantes, nous devions disposer en fin de culture d'animaux de
méme age et en nombre suffisant (minimum 30 animaux par condition). Pour
répondre a ce besoin, 1'ensemencement se réalisait par un dép6t manuel d'animaux
adultes (FO) sur chacune des boites obtenues. Le lendemain, ces animaux FO étaient
retirés un a un, laissant sur le milieu gélosé les oeufs pondus sur la nuit. Ces oeufs

correspondent a la génération F1 a analyser au stade adulte.

* La mise en évidence des tissus musculaires : Aprés un temps d'incubation
approprié, les animaux F1 étaient récupérés manuellement, lavés et colorés pour
révéler les filaments d'actine (coloration phalloidine-rhodamine) (figure 29). Cette

méthode est longue et coliteuse.

* Le comptage manuel du nombre de cellules musculaires manquantes : Les
animaux colorés étaient ensuite montés entre lames et lamelles et observés au

microscope. Le nombre de cellules musculaires absentes permettait alors de
quantifier la dégénérescence et d' établir un classement (pour rappel, voir la figure
29).

Le but des optimisations sur le modele DMD consistait donc a :
- Miniaturiser les essais et ainsi diminuer la quantité de drogues a utiliser.

- Réduire le nombre d'étapes nécessaires a la mise en évidence de la

dégénérescence musculaire.

Ce travail de mise au point est long et demande de nombreuses étapes pour étre validé.
Les différents résultats obtenus lors de 1'optimisation de chaque étape ne seront pas présentés
pour alléger le manuscrit, néanmoins les stratégies développées et utilisées lors du crible sont
décrites dans les paragraphes suivants. Le protocole établi a la suite des optimisations est

présenté en annexe 1.

Pour rappel, les animaux dys-1(cx18) ; hlh-1(cc561) présentent une perte progressive

et quantifiable de cellules musculaires se traduisant par une paralysie a 1'age adulte (247). Ce
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modele expérimental présente deux difficultés pour le criblage : premierement, les cultures
doivent étre parfaitement synchrones pour éviter d’obtenir de faux positifs qui seraient dus a
un décalage temporel (animaux plus jeunes); deuxiemement, le test ne peut étre réalisé en
culture liquide car aucune dégénérescence n’a pu étre détectée dans les essais basés sur ce
type de milieu. Il est probable que cette absence de dégénérescence en milieu liquide soit due
a une absence de contraintes physiques lors des mouvements des animaux ; il a d'ailleurs été
montré que le phénotype de dégénérescence est dépendant de I’activité musculaire des
animaux (180, 382).

* Les conditions de culture et la préparation des milieux :
Ne pouvant travailler en culture liquide et désirant réduire les volumes utilisés au

minimum, nous avons tenté de travailler avec un milieu gélosé en plaques 96-puits.
Malheureusement, nous n'avons pas réussi a réunir les conditions nécessaires a la culture d'un
nombre suffisant de nématodes (>30) par puits dans ces conditions. Nous nous sommes alors
rabattus sur une culture en plaque 24-puits avec 1 ml de milieu (NGM) par puits. Cette
approche nous oblige a utiliser 10 ul de composés a 10-2 M pour respecter les regles fixées (1
% DMSO, concentration finale maximale).

Nous n'avons pas pu réduire la quantité de milieu a moins de 1 ml sans rencontrer des
problemes liés a 1'évaporation. En effet, I'eau contenue dans les milieux s'évapore au fur et a
mesure de la culture, et cette évaporation est d'autant plus importante que les puits sont
proches des bords de la plaque ; par conséquent, les sels, les composés et le DMSO finissent
par se concentrer de fagon différente en fonction de la position des puits. Les résultats obtenus
lors de ces essais étaient hétérogenes, allant de la mort de certains individus a des retards de
croissance en fonction des puits.

Les composés ont finalement été mélangés a raison de 10 x1a 10° M pour 1 ml de milieu de

culture. Ils ont donc été testés a 10 M final.

* L'ensemencement des individus a traiter :

En absence du robot trieur (COPAS Biosort), 1'élimination de cette étape fastidieuse et
consommatrices en temps de manipulation n'était pas simple. Apres plusieurs tentatives nous
avons développé une méthode basée sur une filtration sur nylon, schématisée sur la figure 38.
Cinq adultes double mutants sont déposés sur une boite de culture traditionnelle le jour 0, les
animaux sont alors retirés le lendemain (J1), laissant sur les boites 200 a 300 oeufs stadés.
Cinq jours plus tard (15°C), les oeufs sont devenus des adultes en pleine ponte. A raison d'une
centaines d'oeufs par adulte, nous obtenons plus de 20000 oeufs avec une seule boite de

culture. Apres avoir été lavés, les oeufs sont séparés des adultes via un filtre 37 pm.
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Finalement, il suffit d'inoculer 50 ul, par puits, de la solution ainsi préparée pour obtenir 40 a
60 individus stadés en fin de culture. Cette technique reste tout de méme imparfaite et surtout
approximative si on la compare aux ensemencements réalisés par le robot trieur lors des

cribles suivants.
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in every well

Figure 38 : Préparation d'un grand nombre d'oeufs stadés (15°C).

* La mise en évidence des tissus musculaires et évaluation de la dégénérescence :
En fin de culture, les muscles des animaux étaient systématiquement colorés avec un

marqueur de [D’actine (phalloidine), et observés au microscope pour quantifier la
dégénérescence. Comme dit précédemment, cette étape est longue et codteuse. Pour
I'éliminer, nous avons alors tenté de mettre en évidence la musculature des animaux in vivo
par fluorescence. Malheureusement, aucune lignée capable d'exprimer des marqueurs
fluorescents dans le cytoplasme des cellules musculaires n'a pu étre obtenue, suggérant un
effet 1étal ou incompétent des constructions utilisées. Nos efforts se sont alors rapidement
tournés vers une souche préalablement obtenue au laboratoire, la souche LS761. Cette souche
est issue d'un croisement entre notre double mutant dys-1(cx18), hlh-1(cc561) et la souche
PD4251 qui est capable d'exprimer la protéine fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein)
spécifiquement dans les noyaux et les mitochondries des cellules musculaires des animaux.
Les animaux PD4251 présentent un fond génétique sauvage dans lequel ont été intégrés deux
transgénes : pSAK2, myo-3::GFP permettant l'expression de GFP dans les noyaux des
cellules musculaires et pSAK4, myo3::GFP permettant l'expression de GFP dans les
mitochondries de ces mémes cellules. La souche LS761 présente donc des cellules
musculaires avec des mitochondries et des noyaux fluorescents (fig. 39). La GFP localisée
dans les mitochondries n'est quasiment pas détectable avec les outils traditionnellement

utilisés au laboratoire, seul un microscope confocal a permis d'observer précisément sa
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distribution. Par contre, la GFP localisée dans les noyaux est tout a fait visible a un simple

grossissement de 40 fois.
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Figure 39 : Expression de la protéine GFP dans les noyaux des cellules musculaires de C.
elegans. Comme mis en évidence sur cette figure, le profil GFP des animaux reflete leur
musculature. Par conséquent, 1'évaluation de 1'état de dégénérescence de notre souche dys-
1(cx18) ; hlh-1(cxI8) peut se faire in vivo via une loupe a fluorescence. Nous pouvons alors

évaluer, simultanément, la motricité des animaux et 1'état de leur musculature.
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Des analyses cinétiques, non présentées dans ce manuscrit, ont montré que la
diminution de la fluorescence d'origine nucléaire est corrélée avec l'apparition des atteintes
musculaires. De plus, le nombre de spots fluorescents (= noyaux) observés dans les souches
PD4251 et LS761 est représentatif du nombre de cellules musculaires présentes dans 1'animal,
et ceci pour quatre raisons essentielles :

1) Les cellules musculaires des nématodes sont présentes en nombre invariant.
ii) Les cellules sont uninucléées.

iii) Les cellules ne fusionnent pas.

iv) Il n'existe pas de processus régénératif chez C. elegans. Par conséquent une cellule

abimée, ou absente, ne sera pas remplacée.

L'utilisation de la souche LLS761 permet donc d'observer 1'état de la musculature des
animaux sans réaliser de coloration spécifique. De plus, cette observation peut se réaliser in
Vivo.

Finalement, pour é&valuer le potentiel des composés testés, nous évaluons
qualitativement la motricité et le profil fluorescent des animaux en culture par l'intermédiaire
d'une loupe a fluorescence (LUMAR V12 de LEICA). Les composés les plus actifs sont alors

sélectionnés pour des analyses supplémentaires.

L’ensemble des améliorations apportées au protocole initial a permis d'atteindre un
débit de plus de 1600 composés par mois, multipliant par plus de 50 les débits du procédé
initial. Chaque plaque 24-puits présente 20 puits tests et 4 puits témoins dont 2 consacrés au
témoin négatif (souche LS761 traitée avec le solvant, ici le DMSO) et 2 consacrés au témoin
positif (souche LS761 traité a la méthazolamide, un composé préalablement identifié dans la

chimiotheque Prestwick).

La figure 40 ci-apres schématise les différentes étapes de ce nouveau protocole. Les

détails de ce dernier peuvent étre consultés dans les annexes.
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Adults ¢ Eggs
Worms

Day 1

o
N \-\-\.+ L
~ |

'\ N

SR N —p (- T o fedw
\ N = N Egg laying (24 H) { b, \ : orms
Y k\/ Y7 e // \ }{4 "?I“" B L Adults worms can’t

filter cross the filter
Put 5 adults dys-1 hlh-1
fluorescent worms: these

worms show a gfp expression
in muscle nuclei

Eggs

i Because muscle degeneration is |
I time-dependent, we have to work | ;
} with synchronised worms. :

- / « 40 eggs »
. // in every well
(in 50pl)

Chimiotheque nationale Strasbourg (65 plates, 5200 molecules) A
Chimiotheque nationale Lyon (20 plates, 1600 molecules) /

12 34 56 % Distribution in 24-well plates //
[exeXNe] - |

i In liquid medium, |
muscle

i degeneration is not §
visible, that is why ;
we use semi-solid |
mediums to observe 3

N

U

Food for worms (E.coljp=—"—" L
in every well

24-well plate with 1 ml of NGM and
chemical compounds

degeneration.

Day 16

‘sAep g) 2amm)

Comparison of treated
worms by fluorescent
nuclei expression pattern
(upper raw) and
rhodamin-phalloidin
staining on the same
worms. (A, A’ : untreated;
B, B’ : positive control
(methazolamide 1 mg/ml) ;
C, C’: a selected drug )

Figure 40 : Protocole permettant d'évaluer la dégénérescence musculaire des animaux
dys-1(cx18) ; hlh-1(cc561) avec un débit >1500 composés par mois.
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2. Le crible SMA

Ce chapitre présente la mise au point du crible visant a tester les différentes molécules
des chimiotheques Prestwick, Nationale et ICBMS, pour leurs capacités a réduire les atteintes

observées apres inactivation du gene smn-1 chez le nématode.

Comme présenté dans l'introduction bibliographique, le geéne smn-1 chez C. elegans
partage une forte homologie avec son homologue humain SMN/, notamment au niveau des
domaines connus pour se lier aux ARNm et a certaines protéines antiapoptotiques, tel que bcl-
2 (ced-9 chez C. elegans). Antérieurement, deux approches ont été entreprises pour inactiver
le gene smn-1 :

1) par RNA interférence via l'injection d'un plasmide smn-1 spécifique.

ii) par knock out grace a l'allele 0k355.

Dans les deux cas, les animaux présentent des défauts de fertilité (dus a un défaut de
mise en place des gonades), couplés a une létalité embryonnaire des quelques oeufs pondus.
La présence de la délétion 0k355 a 1'état homozygote entraine en plus des défauts de motricité
apparaissant de facon progressive avec 1'age des individus (309).

Néanmoins, 1'utilisation de mutants portant 1'allele 0k355 a été exclue, et cela pour deux
raisons : i) la létalité entrainée par I'absence de protéine SMN-1 nous oblige a travailler avec
la souche hétérozygote balancée (LM99), ce qui complexifie considérablement la mise au
point des essais, ii) la délétion 0k355 s'étend en amont du gene smn-1, touchant les séquences
régulatrices du gene kip-16 (fig. 32) ; or, nous ne pouvons affirmer a ce jour que la
dérégulation de ce gene ne joue pas un role dans les troubles moteurs observés (309).

A l'inverse, I'utilisation des techniques RNAi permet de cibler spécifiquement smn-1, et ainsi
diminuer la quantité de protéine SMN-1 sans pour autant 1'abolir completement. De plus, en
délivrant les doubles brins d'ARN au travers de la nourriture au lieu d'utiliser des techniques
d'injection, nous pouvons travailler, sans contraintes, avec des animaux a fond génétique
sauvage qui seront traités apres les premiers stades du développement et durant le reste de
leur vie. La létalité embryonnaire touchera alors uniquement la descendance. Il faut tenir
compte que ces atteintes semblent éloignées des troubles observés chez les patients SMA.
Néanmoins, partant du principe que la dégénérescence observée chez les patients SMA est
essentiellement due a une perte de fonction en raison de la diminution de la quantité de
protéine SMN, et que le phénotype de 1€talité embryonnaire chez C. elegans est décrit comme
dépendant des deux fonctions supposées critiques chez SMN : i) sa capacité a se lier aux
ARN, ii) sa relation avec les composés anti-apoptotiques (306, 307); nous pouvons nous

attendre a mettre en évidence des composés susceptibles de compenser ses fonctions. Enfin,

94



Développement des cribles

vu que les techniques RNAi chez C. elegans n'entrainent qu'une inactivation partielle des
genes ciblés, nous pouvons aussi nous attendre a identifier des composés capables de

promouvoir l'expression d'une quantité plus importante de SMN-1.

Nous avons alors entrepris d’inactiver smn-I en donnant a manger aux animaux des
bactéries préalablement transformées avec un plasmide capable de produire un double brin
d'ARN spécifique du transcrit smn-1. Cette technique est couramment utilisée chez C.
elegans, et aboutit a une réduction du transcrit endogéne complémentaire des doubles brins
produits par les bactéries ingérées (22). Le clone contenant le plasmide spécifique de smn-1 a
été obtenu via la banque de clones RNAi dont nous disposons (geneservice). La construction
présente dans ce clone a été vérifiée avant les essais, par contre nous avons €té incapables de
mesurer le niveau de diminution de I'ARNm smn-1 dans les animaux traités. En effet, le
double brin d'ARN produit par le vecteur recouvre la quasi totalité du transcrit endogene smn-
1, il n'a donc pas été possible de dessiner des amorces spécifiques du transcrit smn-1/
endogene.

Finalement les essais menés avec ce clone bactérien ont permis de reproduire le
phénotype de stérilité et de 1étalité embryonnaire observé par Miguel-Aliaga (1999) (306). De
plus, ce phénotype est trés pénétrant, les animaux traités des le stade larvaire sont pour la

plupart stériles ou produisent de rares oeufs incapables de se développer.

Il faut noter que, par rapport aux observations de Miguek-Aliaga et al., nous avons aussi
observé un défaut de développement des individus lors des traitements RNAI, se traduisant
par un fort retard de croissance couplé a des animaux de taille Iégerement réduite au stade

adulte.

Nous avons donc plusieurs parametres permettant de mesurer le degré d'atteinte des
animaux dont le gene smn-1 est inactivé :
1) la capacité des animaux a produire une descendance,

ii) la taille des animaux et leur vitesse de croissance.

Lors des mises au point, nous avons décidé de nous concentrer sur le phénotype de
stérilité et de létalité embryonnaire car ils sont simples a évaluer manuellement. Néanmoins,
nous avons acquis le robot trieur/analyseur au cours de la mise en place de ce crible ; nous
avons alors couplé cette observation manuelle a une analyse automatisée des éléments

présents dans les puits. Les fichiers générés par l'automate, apres traitement avec un
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programme approprié (annexe 3), nous renseignent sur la taille des individus et le nombre
approximatif de larves présentes dans les puits. Les défauts de vitesse de croissance sont, par

contre, difficiles a évaluer avec les conditions définies dans le protocole final.

Finalement, les différents essais réalisés ont permis de définir les conditions
nécessaires a une culture en plaque 96-puits a raison de 150 y1 de milieu liquide par puits. Il
faut noter que par rapport aux cultures classiques sur milieu gélosé, la culture des animaux en
liquide demande une parfaite maitrise des conditions expérimentales. En effet, le volume
final, 1'agitation, la disponibilité de 1'oxygene, la concentration en cholestérol et en nourriture
sont des éléments critiques qui peuvent conduire a de grandes variations en fin de culture, tel
que des différences de vitesse de croissance, des variations de la densité optique des animaux,
des dépots bactériens génant I'analyse et méme la mort de populations entieres. Les conditions
et le matériel donnant les meilleurs résultats sont consultables en annexe 2, et utilisables

librement pour réaliser ce type de culture avec ou sans RNAI.

En vue de faciliter 1'analyse automatique, la souche sauvage utilisée lors de la mise au
point des essais a été remplacée par la souche PD4251 précédemment présentée. Cette souche
présente l'avantage de se comporter comme la souche sauvage tout en permettant une
meilleure identification des individus présents dans les puits lors de 1'analyse automatique. En
effet, le robot trieur/analyseur enregistre des informations pour tout élément traversant ses
faisceaux optiques, et malheureusement ce type de culture génere beaucoup de débris,
notamment des floculats bactériens, identifi€és comme des éléments a analyser, faussant ainsi
l'analyse. La présence de la fluorescence nous permet donc de discriminer les nématodes

(fluorescents) parmi tous les éléments enregistrés par 1'automate.

Pour réaliser les essais, 1,5 ul de composés a 10” M sont ajoutés dans les 150 uL de
culture. Les composés du pool National sont donc testés a raison de 10™* M final, et ceci en
duplicat.

Afin de disposer d'un témoin positif, différentes molécules suspectées pour leur potentiel
contre les SMA, dont I'acide valproique et le riluzol, ont été testées. Malheureusement aucune
n'a présenté d'effet bénéfique sur notre modele. En absence de composés actifs, nous avons
alors utilisé la souche PD4251 sans traitement RNAi comme témoin positif. Ces animaux sont

N

nourris avec les mémes bactéries servant a réaliser le RNAi (souche 1.4440), la seule
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différence est que le vecteur inductible porté par ces bactéries est vide, et ne produit donc pas
d'ARNdb.

Enfin, pour s'assurer que les processus RNAi sont efficaces lors du criblage, nous inactivons
le géne pos-1 par les mémes procédés RNAi. Le gene pos-I est un gene bloquant les
premieres divisions cellulaires lorsqu'il est inactivé et couramment utilisé comme témoin

d'efficacité RNAIi par la communauté scientifique travaillant sur C. elegans.

Au final, le procédé consiste a traiter de trés jeunes animaux (premier stade larvaire)
jusqu'au stade adulte. Une fois la maturité sexuelle atteinte, nous analysons leur capacité a
donner une descendance viable, ce qui pourrait t€émoigner d'une compensation des fonctions
SMN-1 par le traitement. En parallele nous analysons la taille des individus grace a un
traitement informatique des jeux de données générés par le robot (programme consultable en
annexe 3). Le programme a été écrit avec 1'aide de Mohamed Triba, un post-doctorant de

notre équipe.

Le protocole mis en place est consultable en annexe 2 et schématisé dans la figure 41 qui

suit. Il permet un débit de plus de 2000 composés par mois et consiste a :

o Préparer les plaques de culture contenants
= 80 puits tests (RNAi smn-1 + drogue)
= 4 puits témoins d'efficacité RNAi (RNAi pos-1 + DMSO)
= 4 puits témoins négatifs (RNAi smn-1 + DMSO)
= 8 puits t€émoins positifs (Vecteur vide + DMSO).

o Déposer trois larves 11 PD4251 par puits, via le robot trieur/analyseur.

o Incuber les plaques 6 jours selon les conditions définies dans le protocole

(Maturité sexuelle au 5° jour) (annexe 2).

o Observer manuellement chaque plaque, et identifier les puits présentant

une descendance.

o Analyser ces mémes plaques avec le COPAS.

o Traiter les jeux de données via le programme élaboré au laboratoire pour

comparer la taille des individus (Annexe 3).
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Figure 41 : Représentation schématique du crible SMA.
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3. Le crible Schwartz-Jampel

Comme pour les autres maladies, ce chapitre présente le modele et la stratégie mise en
place pour rechercher des composés chimiques susceptibles de compenser les atteintes liées a

un défaut de Perlecan, la protéine impliquée dans le syndrome de Schwartz-Jampel.

Comme présenté en introduction et dans les figures 35 & 36, le géne unc-52,
I'homologue C. elegans du perlecan, s'exprime sous trois isoformes de longueur variable, une
forme courte nommée S, une forme moyenne M et une forme longue L. Ses mutations
peuvent étre classées en 3 classes en fonction de la forme qu'elles touchent et du phénotype

qu'elles induisent.

Classe 1: Mutations touchant uniquement les formes M et L, les animaux présentent une
paralysie progressive plus ou moins marquée. Les animaux adultes, en plus d'étre paralysés,

sont tres fins et pondent tres peu d'oeufs.

Classes 2 et 3 : Mutations proches du codon start, touchant les trois formes. Ces mutations
sont I¢tales a 1'état homozygote et se traduisent par un arrét au stade embryonnaire (PAT

phénotype).

L'utilisation des all¢les appartenant aux classes 2 et 3 n'a pas été envisagée en raison
de la létalité¢ qu'ils induisent. Cette 1étalité nous aurait forcé a travailler avec une souche
hétérozygote, ce qui aurait complexifié la mise au point et le déroulement des cribles. Nous
nous sommes alors intéressés aux mutants de classe 1. Les alléles e/421, €998 et e444 sont
connus pour entrainer une paralysie sévere par rapport aux autres alléles disponibles de cette
méme classe (379, 383). Nous avons alors entrepris de phénotyper ces souches pour

déterminer laquelle serait la plus appropriée pour réaliser le criblage.

Apres avoir observé le phénotype des souches CB1421 (allele e/4217), CB998 (allele
e998) et CB444 (allele e444), nous avons retenu la souche CB444 car son phénotype était
plus marqué et plus homogene lors de nos essais préliminaires. La mutation non-sens e444 se
traduit par une protéine tronquée en son milieu (R1811X) (fig. 36).

Cultivés sur un milieu solide, ces animaux se développent a la méme vitesse que les vers
sauvages. Par contre, ces mutants sont plus courts, plus fins et plus transparents. Ils présentent
une locomotion normale jusqu'au stade L4 (dernier stade larvaire avant 1'age adulte). Au stade

L4, les animaux deviennent progressivement paralysés jusqu'a €tre incapables de se déplacer
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au stade adulte, leur téte et leur queue restant mobiles. Ces observations sont concordantes
avec les observations de Mullen ef al. (1999), qui montrent que dans cette souche, UNC-52
est tres faiblement exprimé voire absent dans les cellules musculaires longitudinales alors
qu'il est détecté sous la forme S dans les cellules musculaires de la téte et de la queue (381).
Les images suivantes, obtenues par microscopie apres une coloration phalloidine sur des
animaux adultes, mettent en évidence les muscles de la souche CB444 (unc52(e444)) (fig.
42).

CB444 : uncb52(e444)

* One muscle cell

Figure 42 : Image représentative des muscles d'un
animal adulte sauvage et d'un mutant CB444, observé
en microscopie confocale aprés une coloration
phalloidine. Les cellules musculaires des animaux
adultes CB444 apparaissent désorganisées et détachées

les unes des autres. * : une cellule musculaire.

Par rapport aux animaux sauvages, les cellules musculaires responsables de la
motricité des mutants CB444 apparaissent trés fines, reflétant un probléme d'organisation de
l'actine. De plus, au stade adulte ces cellules semblent se détacher les unes des autres, le

muscle perd alors tout role fonctionnel. Rogalski ef al. ont aussi montré que les mutants de
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classe 1 présentent des problémes d'organisation des sarcoméres avec des "dense bodies"
fracturés (383). Ces observations sont en accord avec les hypothéses attribuant un role
structural et stabilisateur du perlecan au niveau des interactions cellule-cellule et cellule-
matrice (380, 384, 385). L'impact de ces mutations sur l'activité des acétylcholinestérases n'a
pas été étudié chez C. elegans.

En culture liquide, le temps de génération de ces mutants reste inchangé par rapport aux vers
sauvages, par contre la différence de taille observée en solide n'a pas été détectée dans les
conditions testées. La paralysie s'installe au méme stade du développement (L4), néanmoins,
cette paralysie est plus difficile a observer en milieu liquide. Les animaux oscillent de fagon
trés similaire aux animaux sauvages, probablement en raison de l'absence de contraintes
imposées par le milieu. Pour se rendre compte de leurs atteintes, les animaux doivent étre
transférés sur un milieu solide (fig. 43). Leurs mouvements (sinusoides) sont alors
extrémement désordonnés, voire inexistants, et les animaux ont peine a se déplacer. Tout

comme décrit précédemment, leur téte et leur queue restent mobiles.

PD4251 LS1095

Liquide

Solide

Figure 43 : Animaux adultes au 4° jour de culture liquide a 23°C.
Les animaux LS1095 ont une mobilité proche des témoins PD4251.
Déposés sur des milieux solides (NGM), la différence de mobilité est
facilement observable. A partir du 5° jour a 23°C, les mutants sont
quasiment incapables de se déplacer.

101



Développement des cribles

Dans le but de permettre une quantification automatisée du degré d'atteinte des
animaux, nous avons croisé la souche CB444 avec la souche PD4251. La souche obtenue a
été nommée L.S1095. L'analyse de son profil fluorescent met en évidence une importante
différence d'intensité de fluorescence des noyaux des cellules musculaires par rapport a ceux
de la souche sauvage transformée par les mémes plasmides (Fig. 44). Cette différence de
fluorescence est observable aussi bien en solide qu'en liquide. Par contre la fluorescence des
noyaux des cellules musculaires de la téte, de la queue et de la vulve restent relativement bien

marquées, ce qui est en accord avec les descriptions précédentes (379).

Tout comme la paralysie et les atteintes musculaires, cette différence de fluorescence
observée entre les animaux sauvages et les mutants n'est pas détectable durant les premiers
stades larvaires. Elle apparait au stade L4 et croit progressivement avec 1'dge des individus.
La fluorescence de noyaux musculaires refléte donc la progression des atteintes. Par contre,
une fois a maturité sexuelle (au 5° jour dans nos essais), cette différence finit par s'atténuer et
ne reflete plus la progression de la maladie (fig. 45 et 46). En effet, les atteintes musculaires,
au stade adulte, empéchent l'animal de pondre ses oeufs, par conséquent, ces derniers
s'accumulent et finissent par se développer au sein du nématode (fig. 46). La fluorescence des
larves est alors prise en compte par le robot et fausse ainsi I'analyse des spectres fluorescents

de chaque individu.

102



Développement des cribles

Phalloidine-
rhodamine
staining

Staining
+
GFP in muscle
nuclei

GFP in vivo

Automatic
signal
detection

492

Phalloidine-
rhodamine
staining

Staining
+
GFP in muscle
nuclei

GFP in vivo

Automatic
signal
detection

Time of flight (lenght)

Figure 44 : Comparaison d'animaux adultes PD4251 et LS1095 (unc-52(e444)). Les
panneaux blancs représentent les spectres de densité optique (ligne bleu) et de fluorescence

(ligne verte) des animaux observés.
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Figure 45 : Comparaison de la moyenne d'intensité de fluorescence des
animaux adultes présents dans les puits d'une plaque de culture définit dans
I'annexe 4. La fluorescence globale des animaux adultes LS1043 est beaucoup
plus faible que la fluorescence des animaux PD4251, cette différence s'atténue a
partir du 5° jour de culture en raison des animaux accumulés dans le ventre des
mutants. Au 4° jour, les animaux sont essentiellement de jeunes adultes ; au 5°

jour, des adultes en pleine ponte.

LS1095

Figure 46 : Image representative du profil fluorescent
d'animaux observés au 6° jour de culture a 23°C. Les
animaux mutants LS1095 sont alors envahis par leur
progéniture. La fluorescence de ces larves est alors prise en
compte dans la mesure, biaisant ainsi les conclusions des
analyses.

Finalement, a condition d'analyser les animaux avant leur capacité a se reproduire, la
mesure du profil fluorescent des mutants est un parametre permettant de mesurer 1'impact des
drogues. De plus, cette mesure peut se faire quantitativement et automatiquement via le
COPAS.
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Pour la mise au point des essais en plaques 96-puits, nous avons adapté le protocole
SMA initialement établi au laboratoire. Les différentes étapes de ces mises au point ne seront
pas détaillées, mais le protocole final est consultable en annexe 4 et schématisé sur la figure
47. Tout comme dans le crible SMA, les composés de la chimiotheque Nationale sont testés a
raison de 1,5 ul pour 150 uL de milieu de culture, ils sont alors évalués 2 10* M final. Le
traitement consiste a exposer les animaux aux produits chimiques des leur naissance et
jusqu'au jour de l'analyse. Dans les conditions définies par ce protocole, les animaux analysés
sont des jeunes adultes tout juste a maturité sexuelle et ne présentant pas de larves
développées dans leur ventre.

Nous avons alors testé l'effet de la carbamazépine, un anti-cholinergique utilisé a
plusieurs reprises comme agent anti-myotonique dans le traitement du syndrome de Schwartz-
Jampel (361, 386). Nous n'avons vu aucun effet sur la paralysie ou sur l'intensité de
fluorescence observée dans les vers LS1095, que ce soit en milieu solide ou liquide.
Différents essais ont été réalisés avec des concentrations finales allant de 10° a 10°M.
Malheureusement, il est difficile de déterminer si le composé diffuse bien dans 1l'animal.
L'absence d'efficacité peut donc étre due a une absence de pénétration. En absence de
molécules efficaces nous utiliserons la souche PD4251 comme témoin positif. La souche
LS1095, traitée avec le DMSO 1%, servira de témoin négatif.

En ce qui concerne l'analyse, pour mettre toutes les chances de notre coté, nous
couplons l'enregistrement automatique des profils GFP des animaux a une évaluation
qualitative de leur motricité une fois transférés sur milieu gélosé. Les données des différents
profils GFP sont traitées avec un programme élaboré au laboratoire avec l'aide de Mohamed
Triba. Ce programme est consultable en annexe 5. Il consiste a identifier les éléments
correspondants aux adultes dans chacun des puits, puis il établit des graphiques, a 1'image de
la figure 45, permettant de comparer les puits entre eux. Il permet aussi d'établir
graphiquement des "dot plot" (taille des éléments triés en fonction de leur intensité globale de
fluorescence) des €léments présents dans les puits de chacune des plaques. Nous travaillons
encore actuellement sur ce programme pour permettre d'établir des listes automatiques des
puits présentant les animaux mutants traités ayant les caractéristiques numériques les plus
proches du témoin PD4251.

Finalement, cette méthode de criblage permet un débit de plus de 1500 composés par
mois. Il faut noter que 1'observation manuelle de la motricité est un facteur limitant pour ce
crible. De plus cette observation est souvent ambigué en absence d'effet frappant. Néanmoins,
tant que nous n'avons pas trouvé de composés actifs et confirmé qu'un effet bénéfique se
traduira bien par une augmentation de la fluorescence globale, nous préférons conserver un

test fonctionnel.
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Figure 47 : Représentation schématique du crible Schwartz-Jampel.
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RESULTATS

Ce chapitre présente les résultats obtenus lors des campagnes de criblage sur les trois
modeles présentés plus haut. En raison du nombre de données générées, l'ensemble des
résultats ne peut étre retranscrit intégralement, seules les données pertinentes et utiles dans la

compréhension de ce manuscrit seront présentées.

I. Résultats des cribles
1. Le crible DMD

1.1. Chimiotheque Prestwick

Comme expliqué dans le chapitre dédi¢ au développement des cribles, le criblage des
composés Prestwick sur notre modele DMD a été réalisé avant mon arrivée. Mon rdle s'est
limité a participer a l'analyse des données générées et a tenter de comprendre les mécanismes
d'action des touches les plus prometteuses.

Par souci de clarté, les résultats obtenus lors de ce crible primaire sont présentés dans les

paragraphes suivants.

A 1'époque, la chimiothéque Prestwick était composée de 800 molécules. Sur les 800
molécules testées, 26 ont été retenues pour leur capacit¢ a diminuer la dégénérescence

musculaire chez le mutant C. elegans dys-1(cx18) ; hlh-1(cc561).

Parmi ces 26 composés, on retrouve (figure 48 et tableau 3) :

- 8 composés impliqués dans la voie sérotoninergique, dont la sérotonine
proprement dite et des composés entrainant soit une augmentation de son signal,
soit une inhibition de sa recapture. Ces composés sont essentiellement
représentés par des composés tricycliques.

- 5 composés décrits comme relaxants musculaires, représentés majoritairement

par des benzodiazépines.

- 2 inhibiteurs d'anhydrases carboniques appartenant aux sulfonamides.

- 4 molécules connues pour leurs effets vasodilatateurs et pour certaines ayant une
action sur les canaux ioniques.

- 2 antibiotiques.

- 5 molécules a effets divers, dont la prednisone et le danazol. Le danazol est un

anabolisant participant a I'augmentation de la masse musculaire.
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Figure 48 : Résumé des composés issus de la chimiothéque Prestwick ayant un effet bénéfique
sur notre modele DMD. L’effet bénéfique des molécules réduisant la dégénérescence musculaire de
C. elegans est représenté en pourcentage de diminution de la dégénérescence. La nifédipine, par
exemple, réduit la dégénérescence musculaire des vers dys-1; hlh-1 de plus de 90%. Les barres
d’erreur représentent la S. E. M. (Standard Deviation of the Mean), qui porte sur I’ensemble des tests

effectués pour chaque molécule. La prednisone est représentée en rose.
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Nom |Classe pharmaceutique, action principale ou indication thérapeutique
Voies Sérotoninergique
Sérotonine Neuromédiateur qui peut agir comme neurohormone ou neurotransmetteur,

Imipramine chlorhydrate

Antidépresseur, Inhibiteur central du recaptage de la sérotonine et de
I'adrénaline, Anticholinergique central et périphérique

Trimipramine maleate

Antidépresseur, Inhibiteur recaptage sérotonine et adrénaline,
Antihistaminique, Anticholinergique central et périphérique

Desipramine chlorhydrate

Antidépresseur, Inhibiteur de la recapture de la sérotonine,
Anticholinergigue central

Amitryptiline chlorhydrate

Antidépresseur, Inhibition recapture sérotonine, antihistaminique puissant,
Anticholinergique central

Methotrimeprazine maleate

Psycholeptique, Indiqué dans la psychose aiglie, Antisérotonine

Trimeprazine tartrate

Antidépresseur, Antihistaminique, Inhibiteur recapture sérotonine,
Anticholinergique central et périphérique

Chlorprothixene chlorhydrate

Psycholeptique, Indiqué dans la psychose aiglie, Anticholinergique central

Inhibiteurs d'anhydrases carboniques

Dichlorphenamide

Inhibiteur d’anhydrase carbonique, Indiqué comme diurétique, Action sur le
SNC mal connue

Methazolamide

Inhibiteur d’anhydrase carbonique, Indiqué comme diurétique

Relaxants musculaires

Orphenadrine chlorhydrate

Relaxant musculaire, Anticholinergique central, Indiquée dans la maladie de
Parkinson, Antihistaminique

Cyclobenzaprine chlorhydrate

Relaxant musculaire

Carisoprodol

Relaxant musculaire, Action centrale, pas d’effets connus sur jonction
neuromusculaire, ni sur fibre musculaire

Chlorphenesine carbamate

Relaxant musculaire

Chlormezanone

Relaxant musculaire par action centrale, Action périphérique : inhibition
jonction neuromusculaire

Vasodilatateurs et inhibiteurs de canaux ioniques

Nifedipine

Vasodilatateur, Inhibiteur canaux calciques dépendants du voltage

Hydralazine chlorhydrate

Anti-hypertenseur, Vasodilatateur périphérique par inhibition des récepteurs
adrénergiques

Pentoxyfilline

Vasodilatateur périphérique, Inhibition phophodiestérase ; Stimulant du
systéme nerveux central, entrainerait baisse TNFalpha

Eburnamonine

Vasodilatateur cerebral (mécanismes mal connus)

Antibiotiques

Cloxacilline sodique

Antibiotique antibactérien, Provoque notamment la mort cellulaire

Nitrofurantoine

Antibiotique antibactérien, Provoque inhibition de la synthése protéique

Divers

Mexiletine chlorhydrate

Indiquée dans I'arythmie cardiaque, pour son action de baisse de la vitesse
de dépolarisation, baisse de la vitesse de conduction et prolongement du
potentiel d’action

Antitussif, Anti-mitotique et bloqueur d’assemblage des microtubules, Action

Noscapine spasmolytique sur fibres lisses
Danazol Anabolisant, Inhibition de la synthese des hormones gonadotropes
Glucocorticoide, Indiqué dans la myopathie de Duchenne, Utilisé pour ses
Prednisone propriétés antiinflammatoires,immunosuppresseur et antiallergique
Indiquée dans le diabéte non insulino dépendant, participe a la baisse de la
Tolazamide glycémie

Tableau 3 : Listes des molécules réduisant la dégénérescence du modele nématode DMD.

Ces informations sont tirées de http://www.biam2.org/www/Isub.html.
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1.2. Chimiotheéque Patrimoine et ICBMS

Les molécules de la chimiothéque Patrimoine et ICBMS (6800 composés) ont été
criblées durant I’année 2007 grice au protocole décrit en annexe 1 (test 2 10* M final). Un
peu plus de 180 molécules ont été sélectionnées lors du crible primaire et ont été retestées
courant 2008. Les tests secondaires ont consisté a reproduire les résultats observés lors du
premier crible, puis a réaliser des études effet-doses sur les hits confirmés (500uM, 100uM,
10uM et 1uM). En raison du caractere rare de ces composés, nous n'avons recu que quelques
mg pour effectuer les tests supplémentaires, nous avons alors limité les tests a des
concentrations inférieures a 500 M finale. Pour les molécules confirmées, des essais
supplémentaires ont été menés avec la souche dys-1(cxI18) pour confirmer que I’effet observé
était dépendant de I’absence de dystrophine et non de la mutation hlh-1(cc561) aussi présente

dans la souche.

Pour la chimiothéque Patrimoine, nous avons alors obtenu 27 molécules présentant

des effets bénéfiques. Pour la chimiothéque de Lyon (ICBMS), les tests secondaires ont

confirmé 1'activité de 3 composés.

De maniére intéressante, 1’examen des molécules confirmées fait ressortir des structures
chimiques déja identifiées lors du crible des 800 molécules de la chimiotheque Prestwick.
Nous retrouvons ainsi des molécules apparentées aux tricycliques, aux sulfonamides et aux

benzodiazépines (figure 49).

O\\s//o /’\ = l,ﬁ H m
R/ \N H2 .' N / *i\_\:?\:l - — \(
R

Sulfonamide Benzodiazépine Tricyclique

Figure 49 : Squelette chimique retrouvé dans les

sulfonamides, les benzodiazépines et les tricycliques.
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Le tableau 4, ci-dessous, présente un récapitulatif des résultats obtenus avec la chimiotheque

Patrimoine :
dys-1(cx18), Crible Retest Validation (Coloration phalloidine)
hlh-1(cc561) Fluo / Motricité | Fluo / Motricité | Fluo / Motricité | Comptage muscle | Comptage muscle
Composés 100puM Retest 100uM Retest 500uM 100pM (+/- sem) | 500uM (+/- sem)
DMSO1 (1%) C3 C3 C3 4,9 +/-0,20 4,9 +/-0,20
IMET SO‘Smg‘mlh A2 A2 A2 1,2 +/-0,13 1,2 +/-0,13
02-13-D02 Al B2 B2 1,4 +/-0,21 1,9 +/-0,24
02-31-HO08 A2 IRC Al LRC Létale 2,5 +/-0,11 N/A
03-03-B05 Al IRC B+1- Var Al RC 2,7 +/-0,29 N/A
01-02-B8 B-2+ Intest B2 Intest A-2 2,8 +/-0,21 3 +/-0,12
01-18 A9 B2 B-2 N/D 2,9 +/-0,22 N/D
01-02-F11 C+3+ B-3 B2 2,9 +/-0,26 2,8 +/-0,33
02-12-F07 A3 arret ceufs A2- arret ceufs C3 2,9 +/-0,11 N/D
05-02-B03 B+2+ B2- RC 3,0 +/-0,31 N/A
01-17 G11 B-2 B2 N/D 3,0 +/-0,21 N/D
04-01-C04 B3 B2 B2+ 3,1 +/-0,37 3 +/-0,24
02-08-D07 B-2 B-2- B3+ 3,2 +/-0,32 2,1 +/-0,12
02-10-B02 A3 B2 B3+ 3,2 +/-0,13 3,1 +/-0,41
02-15-D07 B2 B-2 Létale 3,3 +/-0,34 N/A
01-05-D09 B1- A-2 B2 IRC 3,5 +/-0,19 N/A
02-20-F07 B+2+ B-2+ IRC Létale 3,4 +/-0,22 N/A
01-17 F9 B-2 B-2- N/D 3,4 +/-0,33 N/D
02-02-B09 B2 IRC B-2- B2 Var 3,5 +/-0,39 3,3 +/-0,51
LPS 01-01-C2 B+2+ B2 IRC B3 3,7 +/-0,12 4,2 +/-0,33
01-07-HO06 A+1+ B-2- IRC Létale 3,8 +/-0,37 N/A
01-18 A10 B2- B2- N/D 3,8 +/-0,27 N/D
01-02-F3 B+2 arret ceufs A2 arret ceufs Al arret ceufs 3,8 +/-0,11 3,5 +/-0,33
02-28-HO03 B-1 hyperactifs C1 hyperactifs C+3+ RC 3,9 +/-0,43 N/A
01-03-C3 C+3 A-2 B-2- IRC 3,9 +/-0,09 N/A
02-03-C10 B3 B2 IRC Létale 3,9 +/-0,29 N/A
02-06-A06 B2+ B-2 B3- 3,9 +/-0,21 4,0 +/-0,31
02-31-G07 B2 B2 B2 4,0 +/-0,24 4,1 +/-0,23
02-08-F02 B-2- B-3+ A3 4,0 +/-0,33 2,3 +/-0,19
DMSO1 = Temoin Négatif Var Profil fluovariable
MET = Témoin positif + profil tirant vers la classe supérieure
- profil tirant vers la classe inférieure
Fluo (Profile) : RC Retard de croissance
A Tres bon LRC Léger retard de croissance
B bon arret oeufs Descendance bloquée au stade ceuf
C moyen Létale Mort des individus déposés
Motricité Intest Coloration intestinale
1 Tres bon N/D Not determined
2 Bon N/A Not applicable
3 Moyen sem Standard deviation of the mean

Tableau 4 : Synthése des résultats obtenus avec la chimiothéque de Patrimoine. Les tests
sur le simple mutant dys-1(cxI8) ne sont pas représentés car seuls les composés présentant
une activité sur ce dernier sont représentés.

Le tableau ci-dessus présente le classement de 27 molécules issues de la Chimiotheque
de Strasbourg, allant de la plus efficace a la moins efficace. Ce classement est basé sur les
observations faites a 100 uM. Lors des effets doses, aucune molécule n’a présenté
d’amélioration aux faibles concentrations (1 et 10uM). A 500 M le classement ci-dessus
reste inchangé sauf pour les composés 02-08-F02 et 02-08-D07 qui présentent une nette
amélioration de leurs réponses (tableau 5), se classant en téte de liste.

En analysant ces résultats, nous observons que la plupart des composés retenus

n’entrainent que de faibles améliorations du phénotype, avec parfois une hétérogénéité entre
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le profil moteur et le nombre de cellules absentes, et ce quelques soient les doses testées.
Seuls les composés 02-13-D02 (Benzodiazépine), 02-08-F02 et 02-08-D07 (Sulfonamides)
donnent des résultats encourageants pour la suite ; c'est-a-dire une amélioration combinée de
la motricité et de 1'état des muscles, mais aussi un squelette chimique de type "drug-like". Le
terme drug-like signifie que les composés répondent a la regle des 5 de Lipinski (387). En
clair, les molécules doivent répondre a plusieurs critéres dont :

- un masse moléculaire < 500 Da

- un coefficient de partage octanol/eau (LogP) = 5 (LogP renseigne sur le caractere

lipophile des squelettes chimiques)

- nombre de sites accepteurs d'électrons < 10

- nombre de sites donneurs d'électrons < 5

- pas plus de cinq cycles fusionnés
La regle des cinqg a été mise au point a partir de composés administrables par voie orale ayant
passé avec succes la phase II des tests cliniques (d’ou le nom drug-like, "comme une
drogue"). Les composés ne validant pas au moins deux des criteres précédant ont de tres

fortes chances d’avoir des problémes d’absorption ou de perméabilité chez I'homme.

Pour ce qui est des touches issues de la chimiothéque ICBMS, seuls 3 composés ont

été validés apres les différents tests secondaires, les résultats importants sont représentés dans

le tableau 5 :

dys-1(cx18) hlh-1(cc561) Crible Retest Validation (coloration phalloidine)
Fluo / Motricité Fluo / Motricité |Fluo / Motricité | Comptage muscle | Comptage muscle
Composés 100pM Retest 100pM Retest 500uM 100pM 500pM
DMSO 1% c3 c3 c3 4,4 +/-0,26 4,4 +/- 0,26
Met 0,5mg/ml A-2 A-2 A2 1,3 +/- 0,10 1,3 +/- 0,10
16-D04 B+2+ B+2+ RC 2,9 +/-0,10 N/A
10-D09 B2 B+2+ RC RC 3+/-0,17 N/A
01-C03 A-2 B2- Var C3 3,5 +/- 0,39 N/D

Tableau 5 : Synthése des résultats obtenus avec la chimiotheque ICBMS.

- Le composé 01-C03, malgré un bon score en fluorescence, n'a pas été retenu car les
gains observés lors des comptages musculaires étaient trop faibles et trop variables, quelles
que soient les doses.

- Le composé 10-D09 présente un nouveau squelette chimique, mais ne répond pas a
la regle de Lipinski.

- Le composé 16-D04 est apparenté a la classe des tricycliques.
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Apres avoir analysé ces résultats avec les responsables des différentes chimiotheéques,
nous avons décidé d’approfondir notre prospection en testant une série d’analogues des
familles présentes dans ces listes, dont les sulfonamides, les tricycliques et les
benzodiazépines. Nous avons alors testé 23 composés supplémentaires. Les résultats sont

présentés dans le tableau 6, ci-dessous :

Fluo / Motricite Fluo / Motricite Comptage muscle Comptage muscle
dys-1(cx18),hlh-1(cc561) imM 0,1mM imM (+/-SEM) 0,1mM (+/-SEM)

DMSO Cc3 Cc3 4,5 +/-0,19 4,5 +/-0,19
Met (0,5mg/ml) B2 B2 0,7 +/-0,24 0,7 +/-0,24
1 IRC B2 C3 3,5 +/-0,32 5 +/-0,34
2 B2- 2,6 +/-0,31
3 B-2- 3,2 +/-0,27

4 Insoluble C+3+ N/A 5 +/-0,28

5 Létale IRC C+3+ N/A IRC N/D

6 RC A-2- B-3+ Var 3,3 +/-0,28 4 +/-0,3
7 B-2- 2,4 +/-0,25

8 RC IRC C3 RC N/D IRC N/D
9 B2 Cc3 3,5 +/-0,23 3,6 +/-0,37
10 B-2 Cc3 3,5 +/-0,19 4,1 +/-0,39
11 Insoluble C3 N/A 4,3 +/-0,41
12 Insoluble IRC C3 N/A 4,2 +/-0,4
13 RC C+3+ RC N/D 2,5 +/-0,24
14 Létale C+3+ N/A 4,9 +/-0,25
15 C+3 C+3+ 4,1 4/-0,34 4,2 +/-0,26
16 IRC B-2 C3 3,7 +/-0,27 4,4 +/-0,26
17 IRC B-2- c3 5,2 +/-0,33 4,8 +/-0,22
18 RC C3 RC N/D 4,4 +/-0,29
19 RC C3 RC N/D 4,3 +/-0,15
20 Insoluble C3 N/A 4,1 +/-0,3
21 Létale C3 N/A 5,1+4/-0,2
22 B+2+ B-2- 3 +/-0,25 3,7 +/-0,35
23 Insoluble C3 N/A 3,8 +/-0,25

Tableau 6 : Synthese des résultats obtenus avec les analogues des composés identifiés
dans la Chimiotheque Patrimoine.

Profil fluorescent : A= Bon B= Moyen C= Mauvais - Composé toxique
Motricité : 1=Bon 2=Moyen 3= Mauvais XX: Composé positif
+ : tire vers la classe supérieure N/D: Not determined

- : tire vers la classe inférieure

Var : Variable N/A: Not applicable

(DRC: (Iéger) Retard de croissance

Parmi les composés testés, les composés 2, 3, 7, 9, 10, 13 et 22 présentent un effet
significatif chez le ver. Ces composés appartiennent aux trois familles chimiques présentées

ultérieurement et montrent, encore une fois, leur potentiel thérapeutique chez le nématode.

Il faut noter que les molécules identifiées dans le pool National ne sont pas des
molécules validées en clinique, et que tres peu d'informations sont disponibles a leur sujet.
Par conséquent, de nombreuses et coliteuses étapes sont nécessaires avant de poursuivre leur
développement. Pour décider de la suite a donner a ces molécules, nous avons alors convenu
d'attendre les résultats des campagnes de validation conduites sur les souris mdx avec les

composés Prestwick appartenant a ces familles.
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1.3.  Analyse des résultats et discussion

Finalement, nous avons réussi a dégager plusieurs molécules actives sur le modele
dys-1(cxI18) ; hlh-1(cc561). L'analyse des différents résultats met en évidence une relation
forte entre, la suppression du phénotype de notre souche DMD, et 1'exposition a des composés
présentant un squelette chimique apparenté aux tricycliques, aux sulfonamides et aux
benzodiazépines. Le but de ces cribles est principalement de générer des composés candidats
susceptibles d'étre efficaces chez 'homme ; 1'étape suivante est alors de vérifier leur efficacité
dans un modele plus complexe, tel que le modele murin mdx. En fonction des résultats
obtenus sur la souris, il sera discuté des possibilités d'un transfert chez 'homme.

Il faut noter que nous avons initié 1'analyse des composés Prestwick sur le modele murin mdx
avant la fin du crible des molécules de la chimiothéque Nationale. Par conséquent, vu que
cette dernicre n'a pas généré de nouvelles familles chimiques intéressantes pour une
application thérapeutique, nous attendons les résultats de ces campagnes de validation pour
décider des suites a donner aux composés du pool National. Il a tout de méme été envisagé de
faire de l'optimisation chimique, et de tenter de créer des analogues présentant des motifs
d'ancrage(pour une purification des cibles potentielles).

En ce qui concerne la campagne de validation des composés Prestwick sur le modele murin
mdx, les composés regroupés dans les tricycliques et les benzodiazépines sont analysés par
des groupes basés a Nantes et a Evry, et supervisé par Maité Carre-Pierrat dans notre
laboratoire. Les résultats préliminaires sont encourageants et devraient €tre publiés courant
2010. N'ayant pas participé a ce travail, le détail de ces analyses ne sera pas présenté.

Mon travail a par contre consisté a superviser les analyses conduites avec la classe des
sulfonamides, dont la méthazolamide et la dichlorphénamide. Ces molécules ont été testées en
collaboration avec le laboratoire de Hanns Lochmuller, a Munich. Les résultats obtenus avec
ces molécules sur le modele murin sont présentés plus loin dans ce manuscrit, en association

avec l'identification de leurs cibles chez C. elegans.

Enfin, il faut noter que, comparativement aux résultats Prestwick, nous avons obtenu
proportionnellement moins de hits avec les composés de la chimiotheque Nationale. En effet,
le crible effectué avec les composés Prestwick a généré 26 hits confirmés pour 800 molécules
testées, alors que seulement 30 hits ont été obtenus sur les 6800 composés issus de la
chimiotheque Nationale, dont seulement 5 considérés comme intéressants (réponse homogene

et squelette chimique type "drug like").
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Plusieurs raisons peuvent expliquer cette différence :

1) Les composés Prestwick sont tous des molécules approuvées et connues pour leur
bioactivité, alors que ceux de la chimiotehque Nationale sont des produits de
synthese ou des extraits naturels. II est donc fort probable qu'un grand nombre

d'entre eux ne présente pas d'activité biologique.

ii) A la différence du crible Prestwick, les composés trouvés toxiques a la
concentration testée (10* M pour la Nationale) ne sont pas retestés a de plus
faibles concentrations, certaines familles chimiques intéressantes et trés actives
sont peut €tre a identifier parmi ces composés. Nous envisagerons de les retester
lorsque les différentes campagnes de criblage seront terminées. Nous pourrons
alors faire le bilan sur les volumes et le temps nécessaires pour établir une

campagne de retest.

i) Une derniere explication vient de la stratégie de criblage. Les composés de la
chimiothéque Nationale sont testés a 10 M final alors que les composés Prestwick
sont testés a des doses supérieures (solubilité maximale dans les solutions meres,
diluées 100 fois dans le milieu lors des tests). Au final, la plupart des composés
ont initialement été testés dans une gamme comprise entre 10° M et 10 M, c'est-
a-dire 10 a 100 fois plus concentrés. Comme expliqué dans les lignes suivantes, un
certain nombre de composés ont alors probablement été ratés en raison d'une
absence d'effet détectable a 10 M.

Pour essayer d'évaluer I'impact de la stratégie de criblage (10* M) conduite avec la
chimiotheque Nationale sur les résultats obtenus, des tests effet-doses dans les mémes
conditions ont été réalisés avec les 25 meilleures molécules obtenues lors de la campagne
Prestwick. A l'image du crible réalisé avec les composés de la chimiotheque Nationale, pour

chaque composé testé (ici a plusieurs concentrations), trois réponses sont possibles:

1) absence d'effet détectable, le composé n'est pas retenu pour des tests
supplémentaires,
ii) effet observable, le composé est retenu pour des tests supplémentaires,

i) effet toxique, le composé n'est pas retenu, mais peut étre retesté a une concentration

plus faible.
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La répartition des réponses obtenues, en fonction de la concentration des différents

composés testés, est représentée sur la figure 50.

Overview of dose response of 25 best hits (Prestwick)

25 -
20 —
15 —
No effect
10 M Toxic
& M Hit
5 —

0 0,01 0,05 0.2 05 1 2
Compounds concentration (mM)
Figure 50 : Répartition de 1'effet des hits Prestwick en fonction de leur
concentration dans les conditions définies en annexe 1. Lors de cette
analyse, a l'image du crible effectué avec la chimiothéque Nationale, trois
types de réponses sont possibles, aire grise : absence d'effet détectable, les
molécules sont abandonnées ; aire bleu : effet détectable, les molécules
sont retenues pour des analyses supplémentaires ; aire rouge : toxique, les
molécules peuvent étre retestées a de plus faibles concentrations. Valeur

entourée : 10* M.

Cette figure montre que si les composés Prestwick avaient été testés a 10 M (valeur
entourée en abscisse), seul 1/3 (8/25) des composés bénéfiques sur le modele nématode aurait
été identifié lors du premier passage, et potentiellement 3 autres lors des retests des composés
toxiques.

Il est probable que chaque chimiothéque se comporte de maniere différente en
fonction des doses testées. Néanmoins, en considérant que la chimiothéque Nationale se
comporte de la méme fagon que la chimiotheéque Prestwick, nous avons alors raté 2/3 des
composés actifs, avec certains potentiellement indentifiables dans les composés toxiques a 10
M.
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Enfin, cette analyse montre aussi qu'il est difficile de déterminer une concentration test
idéale. Pour perdre le moins d'information possible, la stratégie idéale semble étre de tester les
molécules a plusieurs doses différentes, ou, dans le cas d'un nombre de points d'analyses
limités, de tester les composés aux plus fortes concentrations possibles, puis de retester les

composés toxiques.

2. Le crible SMA

Malgré le fait que le crible de molécules approuvées (Prestwick) soit notre objectif
principal, celles-ci n'ont pu étre testées avant la troisieme année du projet en raison de
complications administratives qui ont bloqué leurs achats. C'est pourquoi l'avancée des

recherches est plus aboutie avec les composés de la Chimiothéque Nationale.

2.1. Chimiotheque Patrimoine & ICBMS

Les chimiothéques, de Strasbourg et de Lyon, ont été testées a une concentration de 10™
uM finale. Les analyses, basées sur la capacité des animaux a entrainer une descendance, ont
dégagé un total d’environ 400 hits lors du premier passage. L'analyse de la taille des
individus, via l'enregistrement réalis€¢ par le COPAS, n'a pas conduit a identifier des hits

supplémentaires.

Un second passage de ces hits, a la méme dilution, a réduit cette liste a 20 composés (17
composés provenant de la chimiotheque de Strasbourg et 3 de la chimiotheque de Lyon).

Des tests effet-doses ont ensuite été réalisés, a raison de quatre répétitions par
concentration. De plus, afin de déterminer si la suppression du phénotype lors de I'ajout des
drogues est reliée a une compensation de la perte de fonction de SMN-1, ou reliée a un effet
parasite sur la technique RNAI utilisée ; nous réalisons des controles d'efficacité RNAi avec
le géne pos-1. En clair, si les molécules testées suppriment le phénotype smn-1 et le
phénotype pos-1, alors il est probable qu'elles inhibent les processus RNAi utilisés pour

inactiver les genes d'intérét. Le détail des résultats est présenté dans le tableau 7.
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imM 100uM 10uM iuM
02-01-E6 Smn-1 0 1) 0 0
Pos-1 0 0 0 0
02-01-F4 Smn-1 0 0 1) 0
Pos-1 0 0 0 0
02-03-E9 Smn-1 0 0 0 0
Pos-1 0 0 0 0

02-04-E8 Smn-1 0 0 0 0
Pos-1 0 0 0 0
02-04-F5 Smn-1 0 0 0 0
Pos-1 0 0 0 0
02-04-G10 Smn-1 0 1) 0 0
Pos-1 0 0 0 0

02-07-E9 Smn-1 0 1 0 2
Pos-1 0 0 0 0
02-10-A2 Smn-1 0 1 1 1
Pos-1 0 1 0 0
02-10-B9 Smn-1 Létale Létale 0 (1]
Pos-1 Létale Létale 0 0
02-10-F11 Smn-1 Létale Létale 0 (1]
Pos-1 Létale Létale 0 0
02-30-F4 Smn-1 0 1 2 2
Pos-1 3 2 0 0
02-32-H2 Smn-1 2 3 0 1
Pos-1 0 0 0 0
02-33-H2 Smn-1 Létale 0 3 3
Pos-1 Létale 0 0 0

9-F4 Smn-1 0 3 1 2
Pos-1 0 3 0 0
4-B6 Smn-1 3 3 2 2
Pos-1 2 4 0 0
10-D9 Smn-1 1 2 1 3
Pos-1 1 1 0 0

Tableau 7 : Présentation et validation des hits obtenus avec les
composés de la chimiothéque Nationale. smn-I : ajout de double brin
d’ADN spécifique du gene smn-1. pos-1 : Ajout de double brin d’ADN
spécifique du geéne pos-1 (Contrdole RNAi). Nous réalisons du RNAi anti-
pos comme contrdle afin de s’assurer que les réponses observées sont

spécifiques du RNAI anti-smn.

Le tableau 7, ci-dessus, indique pour chaque expérience le nombre de réponses
positives obtenues sur les quatre répétitions différentes. C’est-a-dire le nombre de fois ou

I’ajout du composé a aboli le phénotype induit par le RNAi (smn-1 ou pos-1), la meilleure
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réponse possible étant 4. Les 17 premieres molécules proviennent de Strasbourg et les 3

dernieres de Lyon.

On voit que seuls les trois composés surlignés en rouge (02-03-F11, 02-06-F11, 05-
01-C11) ont donné des résultats homogenes et reproductibles ; en effet, d’autres composés
tels que le 02-32-H2 ou le 9-F4 répondent positivement mais ces réponses sont tres
hétérogenes et difficilement reproductibles. Malheureusement, ces trois composés (02-03-
F11, 02-06-F11, 05-01-C11) réduisent aussi le phénotype induit par 1I’ajout de double brin
d’ADN spécifique du geéne pos-1. 11 est donc probable que la réponse observée ne soit pas liée
a une compensation de la perte de fonction smn-1, mais plutot a une inhibition des processus
RNAIi. Des expériences complémentaires ont été réalisées pour confirmer cette hypothese

(voir ci-dessous).

Nous avons donc poussé plus loin les investigations pour comprendre les résultats
observés. Nous avons mesuré 1’inhibition de 1’efficacit¢é du RNAi chez C. elegans dans un
second systeme (préalablement obtenu au laboratoire). Nous avons pris une souche présentant
deux fluorescences distinctes dues a des transgenes différents. L'un produit une protéine
fluorescente émettant dans le vert (protéine DYC fusionnée a la GFP) et l'autre une protéine
fluorescente émettant dans le rouge (DsRed). Nous avons alors entrepris d'inhiber
spécifiquement la fluorescence verte par RNAi (RNAi anti-dyc) (fig. 51). La fluorescence

rouge, non inhibée, nous sert alors de témoin pour comparer les animaux.
Comme montré sur les clichés ci-dessous (fig. 51), ' ARNdb anti-dyc-1 est censé
éteindre spécifiquement la fluorescence verte. Si un composé est capable d'inhiber les

processus RNAI, alors I’extinction spécifique du signal vert ne se fera plus, ou de facon moins

importante, pour un signal rouge constant.

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 52 qui suit.
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(dyc :: gfp)(myo2 :: dsRED)

J1/ RNAi anti dyc

(dyc :: gfp)(myo2 :: dSRED) + dsRNA dyc

Figure 51 : Représentation schématique du modele utilisé pour évaluer le potentiel anti-
RNAi des composés identifiés dans le crible SMA. Les animaux utilisés présentent deux
protéines fluorescentes distinctes, verte et rouge, nous inhibons spécifiquement la
fluorescence verte. Une fois les profils enregistrés avec le COPAS, le rapport de la
fluorescence verte globale sur la fluorescence rouge globale nous renseigne sur 1'efficacité des
processus RNA..
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Figure 52 : Evaluation de l'impact sur les processus RNAi des composés identifiés dans
le crible SMA. Les barres (+/- écart type) représentent le rapport entre la fluorescence verte et
la fluorescence rouge de chaque population, en pourcentage par rapport a la valeur observée
chez les animaux témoins traités au DMSO. L4440-DMSO : Pas de RNAi (Vecteur vide +
Solvant), dyc-DMSO: Témoin positif (Vecteur exprimant double brin d’ADN capable
d'éteindre la fluorescence verte + Solvant), L4440 drogue : Vecteur vide + drogue, dyc-
drogue : Vecteur exprimant un double brin d’ADN capable d'éteindre la fluorescence verte +
drogue.

Pourcentage (Green/Red) / L4440 DMSO
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Cet histogramme met en évidence la diminution de la fluorescence verte par rapport a
la fluorescence rouge, qui reflete la diminution du nombre de protéines recombinantes dyc-
1::gfp par rapport a la protéine témoin DsRed non inhibée.

La comparaison des barres “L.4440-DMSO” et “dyc-DMSO” montre une diminution du signal
d’environ 4 fois lorsque 1’on ajoute un double brin spécifique du geéne dyc-1 ; les processus
RNAI sont donc efficaces.

En présence de drogues et sans RNAIi anti-dyc (barres bleues), le signal n’est pas
significativement modifié. Les drogues n’ont donc pas d’effets significatifs sur ce rapport en
absence de RNAI.

Par contre en présence de RNAIi anti-dyc (barres rouges), I’ajout de ces drogues tend a
ramener ce rapport vers les valeurs du témoin L4440-DMSO. Par conséquent, ces expériences
supplémentaires confirment que les trois composés testés entrainent une diminution de
l'efficacité de la technique RNAI utilisée, et donc probablement une inhibition des processus
RNAI chez C. elegans. Si les propriétés inhibitrices des processus RNAi de ces molécules
sont transversales aux mammiferes, leur utilisation pourrait étre tout de méme utile, et
notamment dans le domaine thérapeutique. Néanmoins, ce débat n'a pas de place dans ce
mémoire ; de plus les résultats préliminaires obtenus avec des cellules erythroleucémiques de

souris ne sont pas encourageants.

Finalement, les gains observés avec les 3 molécules répondant positivement et de
maniere reproductible dans nos cribles ne sont donc pas dus a une compensation de 1’absence

de protéine SMN, mais a une probable inhibition des processus RNAI.
En conclusion, a ce jour , les cribles réalisés avec la chimiotheque de Strasbourg et

celle de Lyon n’ont pas permis d’identifier de molécules apportant un gain notable et

spécifique chez le ver.
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2.2. Chimiotheque Prestwick

Initialement, nous avions prévu de ne tester les composés Prestwick qu'a une seule
concentration (solubilité maximale, diluée 100 fois dans le milieu). Mais en raison des
conclusions du crible DMD nous avons décidé de changer de stratégie. Nous réalisons un
criblage a deux doses, et les composés toxiques seront systématiquement retestés. La dose
considérée comme maximale est conservée et nous avons rajouté un point correspondant a 0,2
X de cette dose maximale. Les concentrations testées sont donc différentes pour chaque

composé.

A l'issue du crible primaire (basé sur la capacit¢ des animaux a donner une
descendance), 234 molécules ont été retenues et retestées a quadruplicat. A l'issue de ce
criblage secondaire, seuls 22 composés ont été confirmés. Ces composés sont présentés dans
le tableau 8 qui suit. L'analyse approfondie de ces molécules, comprenant 1'étude de leur
impact sur les processus RNAI, est prévue pour début 2010. En absence de ces données, nous

ne pouvons discuter de leur intérét et de leur potentiel thérapeutique.
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Positive response/ assay (Total score)
Compounds ID 1X 0,2X Chemical Name Known target(s) / Indication
N UOPMW, -
PCLB-03E10 4/4 (6) 2/4 (3) Metoclopram1de' HT3 receptor antagonist/5-HT4 receptor
monohydrochloride .
aoonist
PCLB-04A06 4/4 (5) N/A Dropropizine Cough suppressant
PCLB-04C03 4/4 (5) N/A Triprolidine hydrochloride |H1 (histamine) receptors antagonist
PCLC-06E09 4/4 9) N/A Hydroxytacrine maleate  |GLoLinesterase inhibitor (Use for
Alzheimer)
PCLD-08A08 4/4 (6) N/A Aconitine TTX-sensitive Na+ channels agonist
PCLD-08B09 4/4 (9) N/A Corynanthine hydrochloride [N/D
PCLD-08E03 4/4 (5) N/A Ajmaline Antiarrhythmic agent
PCLJ-04E11 0/4 (0) 4/4 (9) Sulfinpyrazone N/D
PCLM-04G10 4/4 (6) 4/4 (5) g‘;y‘:fr‘;‘i“m dihydrochloride {  ;; aarial and anti-inflammatory agent
Tacrine hydrochloride Cholinesterase inhibitor (Use for
PCLM-05A10 4/4 (10) 4/4 (6) hydrate Alzheimer)
PCLM-05C06 4/4 (6) N/A Clenbuterol hydrochloride  [Non-steroidal Beta2 adrenergic agonist
Trimetazidine
PCLN-07G10 N/A 4/4 (4) dihydrochloride N/D
PCLN-08A02 4/4 (6) 34 (4) Tubocurarine chloride Nicotinic receptors inhibitor
pentahydrate
PCLN-08F04 4/4 (7) 3/4 (4) Harmine hydrochloride MAO-A inhibitor
PCLN-10B08 1/4 (3) 4/4 (5) Atractyloside potassium salt %“Mhi‘tbol)‘e”rs de la chaine respiratoire
PCLN-10D02 4/4 (12) 2/4 (5) Terazosin hydrochloride Alpha 1 antagonist
PCLO-11C08 24 (4) 4/4(7) Propantheline bromide Antimuscarinic agent, smooth muscle
relaxant
PCLO-11D08 N/A 4/4 (7) Carbenoxolone disodium salt | US¢ for oesophageal ulceration and
inflammation
PCLO-11F02 N/A 4/4 (7) Paroxetine Hydrochloride | /*Mtidepressor, serotonine recapture
inhibitor
PCLO-12G07 N/A 4/4 (4) Altretamine Antineoplastic agent
PCLO-13B02 4/4 (10) 2/4 (3) Remoxipride Hydrochloride |Antagonist Receptor Dopamine D2
PCLO-14C02 N/A 4/4 (7) Phensuximide Anticonvulsant

Tableau 8 : Synthése des hits SMA confirmés lors du criblage secondaire. 1X et 0,2X :

nombre de réponses positives -descendance viable- en fonction du nombre d'essais a la

concentration de 1X et 0,2X. Le chiffre entre parenthese reflete le degré de réversion du

phénotype de stérilité (sur 12) ; une valeur proche de 0 équivaut a une tres faible réversion -

tres faible descendance viable-, alors qu'une valeur proche de 12 correspond a une réversion

quasi totale -descendance équivalente au témoin sauvage-. N/D : Not Determined, N/A :

éliminé lors du crible primaire.
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Analyse des résultats et discussion

Résultats des cribles

Aucune molécule active sur le modele SMA n'a pu étre identifiée parmi les molécules

du pool National, néanmoins certains composés sont peut €tre a identifier parmi les composés

toxiques. De plus, en comparant la toxicité observée lors du crible DMD et SMA, on

s'apercoit que la toxicité de certaines molécules est dépendante du modele utilisé (tableau 9

et 10). Ces molécules sont donc potentiellement intéressantes, car leur mécanisme d'action est

probablement relié aux mécanismes dérégulés dans le modele correspondant. Méme si ces

composés ne présentent pas d'effets bénéfiques a de plus faibles doses, leurs études pourraient

participer a la compréhension des mécanismes impliqués dans les phénotypes dys-1- et smn-1-

dépendant. A ce jour, il n'a pas été entrepris d'études supplémentaires avec ces composés. Ils

seront probablement retestés a de plus faibles concentrations si les molécules identifiées dans

le pool Prestwick ne donnent pas de résultats satisfaisants.

_Plaques létalité modéle DMD létalité modéle SMA

chimiothéques - -

ICBMS 10-4 M
1 A9,B5,ELL,F4,F5,F8,G9,G10 A2,A9,B5,E5,F7,F8,G3,G4,G6,G9,G10
2 F10,G8 C4,G2
3 D8,D10,F8,H7 D10,F9,H7
4 A10,A11,B2,B3 A10,A11,B2,B3,88,D4,F10,G2,G8,H2
5 A2,A8,B11,D5,D9,E3 B11,C11,D5
6 E5,G4,H8 D9,E3,F3
7 A4,D10 C4,C5,C7,C10,C11,D10
8 B2 E10,F3
9
10 A5,A8,A9,AL1,D6,D7,D8,E3 C6,C8,D6,D7,D8,D11,E3,E4,H10
11 B6,F2,G11,H3 F2,H6
12 B9
13 G3
14 A2,A4,A7,B4,C4,D5,D11,F6,H2 A2,B2,E5,H2
15 A6,E3,H7 C2,D2,D3,E2
16 A8 E4
17 G6,H8 G10
18 F3,G7 B11,F3
19 B11,C7,G9,G10,G11,H2 B11,G10,G11
20 C11,E5,E7,E8,F2,G3,H7 C10,C11,E5,E7,E8,F2,G3
21 B3 B3
22 D8,E11 D8,E11,F10

Tableau 9 : Toxicité des molécules criblées 2 10* M appartenant a la chimiothéque

ICBMS en fonction du modele utilisé. Les composés en rouge ont un effet Iétal sur les deux

modeles, les composés en noir entrainent une 1étalité spécifique du modele utilisé.
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_Plaques 1étalité modéle DMD Iétalité modéle SMA
chimiothéques
Patrimoine 10-4 M e e
01-01 B6,F2,H6
01-02 B10,E7 E7,H9
01-03 A9,H6 A9,C2,H3,H6
01-04 BS,H6 B2, B8, E5, H6
01-05 A3,A5,A7,A8,84,B8,610,C3,C7,D10,E10,G4,G9 A3,A5,A6,A7,B8,C3,F5,G7,G9
01-06 E8,E10
01-07 A6,C10,D3,D9 A10,C10, C11,D8,D10
01-08 A10,B2
01-09
01-10 A5,B4,86,C2,C9,D7,G6 A4,B4,B7,C9,F5
01-11 A2,D2,D3,F4,F5,F8,G7,G9,H6, A3,A4 A2,C3,C4,E5,E6,F8,G9
01-12 H4 E4,F10,F11
01-13 E1l D10,E10,E11,F2
01-14 c6 C5,E2,F5,H8
01-15 A4,A5,B7,D2,H2,H10 B5S
01-16 B7,C2,D4,D11,E5
01-17 B8,C6,C8,F3,F9,G4,G10 C6,H8
01-18
02-01
02-02 E1l E8,G8,H6
02-03 B3,B8,B10,B11,D2,F11,H7 H7
02-04 A7,C10,D3,D6,G4 D3
02-05 A2,C9,E4,E9,G10,H3 F9
02-06 A10,F4,G5,H5
02-07
02-08 E2
02-09 B6,C2,D2,F7 C9,D5,D9,D10,H3
02-10 E8,E9,E11,H9
02-11
02-12 G5 G11
02-13 A2,A6,A10,B3,D6,D9,F6,H11
02-14 B2,H11
02-15 F8,F9,F10 C7,C8
02-16 A5,B8,G6,H8 A5,A7,B4,B5,B6,87,B8,G5,H2,H11
02-17 A2,A6,B4,D10
02-18
02-19 A10,C2,C4,F10,G8 D3
02-20 A8,H8 A8
02-21 F6,G6 B6
02-22 C4,G3
02-23 A5,C5,C11,H3,H9 c5
02-24 A7,E4,G9,H2,H11 A3,D11
02-25 B5,D10 H8
02-26 C8 C8
02-27 G11
02-28
02-29 D4 D4
02-30 D3,G8 A3,C4,G2
02-31 C2 D2,G2,H2
02-32 B6,B7,B11,E3,E4,H5,H9 B7,B11,E8
02-33
03-01 E9
03-02 B4,B9,C10,C11,E10,G4 B4,C10,G4,H6
03-03 B5,C5,E4,F9 B5, C5, C8, E8, E10
03-04
03-05 A7,D7
03-06 D7,D8
04-01 B5,C9,D6,E7 B5,C9,E3,E7
05-01 ALl1,EQ B5,B87,A10,A11,C2,C3,F4,F10,F11
05-02 D9
LGPSO1 C2,G11 C2
LPGS02 A2,B4,E9,G11,H5 A2,B4,E9,G11
LPGSO03 D5 D5,D8,C11

Tableau 10 : Toxicité des molécules criblées a 10* M appartenant a la chimiothéque

Patrimoine en fonction du modele utilisé. Les composés en rouge ont un effet 1étal sur les

deux modeles, les composés en noir entrainent une létalité modele spécifique.
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3. Le crible Schwartz-Jampel

Il faut noter que la fin du crible primaire du pool National effectué avec le modele
SMA a concordé avec l'arrivée d'une technicienne, Jessica Cisek, qui est maintenant
autonome et réalise les essais de criblage. Mon travail, sur le modele Schwartz-Jampel, a
consisté a mettre en place les procédés et a superviser les essais. Il faut noter que ce crible est
toujours en cours, le délai de livraison des composés Prestwick, le changement de stratégie de
criblage (2 doses), et les différents projets entrepris pour identifier les modes d'action des

composés DMD, ont entrainé de sérieux retards sur le déroulement de ce crible.

3.1. Chimiotheque Prestwick

Comme expliqué plus haut, les composés Prestwick sont testés a deux concentrations

différentes, 1x correspondant a la concentration maximale obtenue au laboratoire et 0,2x.

A ce jour, 800 composés sur les 1120 Prestwick ont été criblés a deux doses. Le
tableau 11, qui suit, présente les composés identifiés comme positifs a l'issue de 'analyse des
profils fluorescents des différentes populations ; c'est-a-dire les populations traitées présentant
un profil fluorescent significativement différent des animaux LS1095 traités au solvant
correspondant, et se rapprochant du profil fluorescent des animaux sauvages PD4251.

L'analyse fonctionnelle, basée sur la locomotion, sera confrontée a ces résultats a la fin

de la campagne de criblage.
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Compounds ID 1 X 02X Compounds ID 1X 02X
PCLA-01A03 + N/E PCLD-08F05 + N/E
PCLA-01A09 + N/E PCLD-08G10 + N/E
PCLA-01B07 + N/E PCLE-09C08 N/E +
PCLA-01C05 + N/E PCLE-09D10 N/E +
PCLA-01C07 + N/E PCLE-09D11 Toxique +
PCLB-02G09 N/E + PCLE-09F02 N/E +
PCLB-02H02 N/E + PCLE-09F09 N/E +
PCLB-02HO03 Toxique + PCLG-12E07 Toxique +
PCLB-03A07 N/E + PCLG-12E08 N/E +
PCLB-03B04 Toxique + PCLG-13C09 + N/E
PCLB-03B10 + + PCLG-13D11 + N/E
PCLB-03C02 + + PCLH-13H02 Toxique +
PCLC-04H02 Toxique + PCLH-13HO08 N/E +
PCLC-04H08 N/E + PCLH-14A04 + N/E
PCLC-05A02 Toxique + PCLH-14A05 + N/E
PCLC-05B08 N/E + PCLI-01A02 + +
PCLC-05B09 N/E + PCLI-01A11 + +
PCLD-07A10 + + PCLI-01B02 + +
PCLD-07B05 + + PCLI-01B08 + +
PCLD-07C03 N/E + PCLI-01B09 + +
PCLD-07E03 N/E + PCLI-01F07 + +
PCLD-07E09 Toxique +

Tableau 11 : Synthese des hits Schwartz-Jampel (criblage primaire, 800/1120).
+ : composé retenu (Valeur de fluorescence globale des individus traités
significativement supérieure aux témoins LS1095 traités au solvant), N/E : pas d'effet
significatif, Toxique : composé entrainant une létalité ou un défaut de croissance. Les

résultats des tests fonctionnels n'apparaissent pas sur ce tableau.

3.2. Chimiotheque Patrimoine et ICBMS

Le criblage de ces molécules sur le modele Schwartz-Jampel n'a pas encore été initié, il
débutera normalement début 2010, apres la validation et l'analyse des hits issues du pool

Prestwick.

3.3. Analyse des résultats et discussion

Le crible Schwartz-Jampel est toujours en cours et les molécules identifiées a ce jour

n'ont pas été validées. Il est donc difficile de faire des pronostics et de discuter des résultats.
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II. Identification des voies d'action

Le but premier de la mise en place des différents cribles est de trouver des composés
transposables a 'homme pour soigner les maladies présentées en introduction. Néanmoins, la
compréhension des mécanismes d'action de chaque hit pourrait nous permettre de mettre en
évidence des points clés dans la physiopathologie de ces maladies, et ainsi mieux les
comprendre pour mieux les traiter. De plus, en travaillant sur plusieurs maladies
neuromusculaires se traduisant, entre autres, par une atrophie musculaire, nous espérons
identifier différents mécanismes, communs et maladie spécifique, impliqués dans ces
atteintes.

Mon travail de theése ne s'arréte donc pas a du développement de procédés permettant
de trouver des traitements pharmacologiques. Cette approche s'inseére en fait dans un effort
mené de longue date par I'équipe du Docteur Ségalat, effort orienté vers la compréhension des
mécanismes de dégénérescence apparaissant dans les maladies neuromusculaires, et plus

précisément dans la myopathie de Duchenne.

Ainsi, en parallele des travaux visant a dégager des molécules a potentiel
thérapeutique, nous avons cherché a comprendre les mécanismes d'action des composés les
plus prometteurs. Ne disposant pas encore de molécules intéressantes, ou validées, sur le
modele SMA et Schwartz-Jampel, mon travail s'est essentiellement concentré sur les
mécanismes reliés aux molécules identifiées dans le crible DMD.

Comme dit plus haut, les molécules obtenues dans le crible DMD sont essentiellement
représentées par trois familles chimiques, les sulfonamides, les tricycliques et les
benzodiazépines. Tirant profit des informations disponibles, nos approches ont tout d'abord
consisté a sélectionner des genes candidats, en fonction des cibles connues et de la structure
de ces familles chimiques. Ce choix a aussi été guidé par la littérature et les différentes
hypotheses communément admises comme pouvant étre impliquées dans la progression des
atteintes musculaires. Cette démarche peut rapidement conduire a l'identification des cibles
biologiques, comme le met en évidence l'article sur les sulfonamides présenté dans la
premiere partie de ce chapitre (article 1). Néanmoins, cette approche s'avere souvent longue
et décourageante. Ainsi, aucun résultat réellement concluant n'a pu étre obtenu avec les autres
classes de molécules. En effet, les différentes cibles des médicaments actuels et les processus
dégénératifs observés chez les patients DMD sont encore mal compris a ce jour, par
conséquent, se baser uniquement sur les cibles connues, la littérature, et ce qui est supposé,
peut ralentir, voire empécher l'identification de pistes thérapeutiques innovantes. La quantité

d'efforts développés par notre équipe pour comprendre l'implication du métabolisme de la
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sérotonine dans la dégénérescence en est une preuve frappante (article 2 et deuxieme

chapitre).

En raison de ces résultats hétérogenes, nous avons alors cherché a mettre en place une
méthode, transposable a l'ensemble des composés, permettant d'identifier rapidement des
candidats potentiels a tester. Dans le cas des enzymes, des canaux et des récepteurs, les
composés bioactifs exercent, généralement, leur activité au travers d'une interaction physique
avec leur(s) cible(s). Cette interaction est souvent compliquée et fastidieuse a identifier par
des approches de génomique ou de protéomique classiques. Si 1'on dispose d'un composé
chimique présentant un "tag" par exemple, on peut tout de méme essayer de purifier
rapidement les protéines interagissant avec le composé en ayant recourt a des techniques de
chromatographie d'affinité. Malheureusement, de tels analogues n'existent pas pour les
molécules identifiées dans ce manuscrit. En nous rapprochant des responsables des différentes
chimiotheéques, nous avons envisagé de créer par synthese plusieurs composés, analogues a
nos hits, présentant différents "tag" (afin de purifier leur(s) partenaire(s) par chromatographie
d'affinité). Malheureusement ce projet demande beaucoup de travail au niveau des procédés
chimiques et aucun partenariat n'a encore été créé.

Nous avons alors envisagé de mettre au point une méthode innovante, robuste et
transversale a l'ensemble des composés identifiés, permettant de révéler leurs impacts sur le
métabolisme du nématode, et ainsi tenter de générer des candidats potentiels via
l'identification des voies métaboliques touchées. Nous avons alors mis au point une méthode
d'analyse permettant d'explorer 1'ensemble du métabolome des nématodes par analyse de leur
spectre RMN (Résonance Magnétique Nucléaire), on parle d'analyse métabolomique. Cette

approche est décrite dans la troisieme partie de ce chapitre (article 3 et 4).

Les sections suivantes présentent donc la stratégie menée pour identifier les cibles des
molécules apparentées aux sulfonamides, et leur validation sur le modele murin mdx. Elles
présentent ensuite les différentes étapes menées au laboratoire pour tenter de déméler les
phénomenes impliqués dans les traitements reliés au métabolisme de la sérotonine. Enfin, un
dernier chapitre présente 1'approche globale développée en partenariat avec le centre de RMN
a Tres Haut Champs, dirigé par Lyndon Emsley, ayant pour but d'explorer le métabolome du

nématode.
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1. Les sulfonamides

Les médicaments appartenant aux sulfonamides, dont la méthazolamide et la
dichlorphénamide, sont connus pour leur activité inhibitrice des anhydrases carboniques. Les
anhydrases carboniques sont présentes dans tous les organismes vivants et dans toutes nos
cellules ; ce sont des enzymes responsables de la conversion réversible du dioxyde de carbone
(CO0,) en ions bicarbonates. Chez I'homme, cette réaction participe, entre autres, a la régulation

du pH intracellulaire et au transport / élimination du CO, présent dans 1'organisme (388, 389).

Ces molécules sont utilisées dans la médecine actuelle pour:

@)

leurs propriétés diurétiques,

@)

traiter les glaucomes chroniques,

réduire les épilepsies rebelles et certaines paralysies périodiques,

(@)

(@)

prévenir le mal des montagnes.

Dans tous les cas de figure les mécanismes conduisant aux améliorations des atteintes

observées sont encore mal compris a ce jour.

L'implication de ces enzymes dans la réponse aux sulfonamides a pu rapidement étre
testée grace a la souplesse de la génétique de C. elegans. Comme le présente l'article 1 qui
suit, nous avons recherché dans le génome de C. elegans, les différents geénes susceptibles de
coder des anhydrases carboniques. Six genes putatifs ont été identifiés et testés par RNAi. Ces
analyses ont montré que parmi les différents génes testés, seule 1'inhibition de CAH-4 est
impliquée dans le sauvetage du phénotype de la souche dys-1(cx18) ; hlh-1(cc561) lors des
traitements par les sulfonamides. De plus, la méthode d'inactivation de ce gene et 1'étude de
son expression chez C. elegans suggerent que le phénomene impliqué prend place dans les
muscles. Wetzel et al. ont montré que l'inhibition des anhydrases carboniques, au niveau des
muscles squelettiques, entraine une diminution des flux calciques régis par le reticulum
sarcoplasmique (390). Tenant compte du fait que les flux de calcium entrant dans le
cytoplasme des cellules musculaires de C. elegans ont été reliés au phénotype de
dégénérescence de la souche dys-1(cxI8) ; hlh-1(cc561), nous supposons que ce phénomene
est responsable des gains observés chez le nématode (180). L'implication de ces flux

calciques sera plus amplement débattue dans la discussion finale de ce manuscrit.
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Cet article présente aussi les résultats obtenus lors de la campagne de validation menée

sur le modele murin mdx. Les résultats, obtenus en collaboration avec le laboratoire de Hanns

Lochmuller, mettent en évidence un effet bénéfique de cette classe de molécules chez cette

souris dystrophique. Il faut tout de méme noter que certains des parametres étudié€s n'ont pas

montré d'améliorations significatives.

Ces résultats hétérogenes peuvent s'expliquer par le fait que :

iif)

la souris mdx a beau €tre un modele largement utilisé pour étudier lI'impact de
nouveaux traitements contre la myopathie de Duchenne, le choix des parametres
pertinents et représentatifs de la maladie est encore sujet a débat. De la méme

maniere, le choix de la fenétre de traitement (début et durée) est sujet a polémique.

la différence entre les fonctions et la diversité des anhydrases carboniques murines
par rapport aux anhydrases carboniques de C. elegans participe probablement a

diminuer 'efficacité du traitement.

l'activité de la méthazolamide et de la dichlorphénamide s'exerce, chez la souris,
sur la plupart des anhydrases carboniques (391). Ce manque de spécificité réduit
peut étre un effet bénéfique potentiellement dii a l'inhibition d'une ou plusieurs
enzymes spécifiques. Malheureusement, il n'a pas été possible de relier cah-4 avec
un homologue murin ou humain. A ce jour, il est donc difficile de dire si
l'inhibition spécifique d'une ou plusieurs des anhydrases carboniques murines
puisse conduire a améliorer les gains observés chez la souris, et a fortiori chez

['homme.
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Duchenne Muscular Dystrophy is an inherited muscle degeneration disease for which there is still no efficient
treatment. However, compounds active on the disease may already exist among approved drugs but are dif-
ficult to identify in the absence of cellular models. We used the Caenorhabditis elegans animal model to
screen a collection of 1000 already approved compounds. Two of the most active hits obtained were metha-
zolamide and dichlorphenamide, carbonic anhydrase inhibitors widely used in human therapy. In C. elegans,
these drugs were shown to interact with CAH-4, a putative carbonic anhydrase. The therapeutic efficacy of
these compounds was further validated in long-term experiments on mdx mice, the mouse model of
Duchenne Muscular Dystrophy. Mice were treated for 120 days with food containing methazolamide or
dichlorphenamide at two doses each. Musculus tibialis anterior and diaphragm muscles were histologically
analyzed and isometric muscle force was measured in M. extensor digitorum longus. Both substances
increased the tetanic muscle force in the treated M. extensor digitorum longus muscle group, dichlorphena-
mide increased the force significantly by 30%, but both drugs failed to increase resistance of muscle fibres to
eccentric contractions. Histological analysis revealed a reduction of centrally nucleated fibers in M. tibialis
anterior and diaphragm in the treated groups. These studies further demonstrated that a C. elegans-based
screen coupled with a mouse model validation strategy can lead to the identification of potential pharmaco-
logical agents for rare diseases.

INTRODUCTION

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a progressive dis-
order affecting striated and cardiac muscles. It is caused by
mutations in the dystrophin gene (1,2), one of the largest
gene in the human genome. This gene encodes a large cyto-
skeletal protein called dystrophin that links the cytoskeleton
to the extracellular matrix (3—5). DMD is the most prevalent
X-linked recessive neuromuscular disorder, affecting 1 in
3500 male children.

There is still no curative treatment available against DMD.
Current treatments for DMD are symptomatic and signifi-
cantly improve longevity and quality of life but do little to
prevent loss of muscle function (6). The standard care
applied to DMD patients is prednisone therapy (7). Several
therapeutic strategies have been developed in the past
decade for which clinical trials have already been initiated:
the reconstitution of dystrophin expression by replacing the
mutated gene using adeno associated virus (AAV) vectors
(8), repairing the endogenous gene by antisense-mediated
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exon skipping (9), stop codon readthrough, upregulation of
compensating molecules such as utrophin (10), blocking
muscle degradation by myostatin inhibition, anti-inflammatory
therapy, cell-based therapies (11,12). However, efficacy and
safety of those novel therapeutic approaches is still a matter
of debate. Consequently, testing small molecules for thera-
peutic efficacy against DMD is a valuable approach.

Since mice have a high unitary cost, random screens of
large numbers of compounds on mouse model may not be
feasible. In addition, there is still no in vitro model that reca-
pitulates enough properties of the disease. Invertebrate models
such as Caenorhabditis elegans are complementary models to
the mouse because they are cheap, grow rapidly and are amen-
able to large genetic studies (13—15). So, the main purpose of
screens conducted on C. elegans is to serve as a first-pass
filter, in order to select lead compounds out of chemical
libraries, and to eventually test the selected items on the
mdx mouse.

Caenorhabditis elegans possesses a dystrophin-like gene
(dys-1) encoding a protein displaying the same structural fea-
tures as the human dystrophin (16). When in a sensitized Alh-1
genetic background, dys-I mutations lead to a progressive
impairment of locomotion (17). Examination of the muscula-
ture of these animals reveals a widespread degeneration of
the body-wall muscles which are responsible for the animal
locomotion. These muscles have a sarcomeric structure and
protein composition closely related to mammalian striated
muscles (18). However, C. elegans striated muscles are differ-
ent from those of mammals on two aspects: muscle cells do
not fuse, and they are not able to regenerate.

Carbonic Anhydrases (CA) are a family of metalloen-
zymes which have various tissue distributions and intracellu-
lar locations in mammals (19-21). There are several
cytosolic isoforms (CA I—III, CA VII and CA XIII), five
membrane-bound isozymes (CA 1V, CA IX, CA XII, CA
XIV and CA XV), two mitochondrial forms (CA VA and
VB), as well as a secreted CA isozyme, CA VI. These
enzymes catalyze the interconversion between carbon
dioxide and the bicarbonate ion. They are thus involved in
crucial physiological processes connected with respiration
and transport of CO,/bicarbonate between metabolizing
tissues and lungs. They are also involved in regulation of
pH, CO, homeostasis, electrolyte secretion in a variety of
tissues/organs, biosynthetic reactions, bone resorption, calci-
fication, tumorigenicity and many other physiologic or patho-
logic processes (22,23). Since CAs are involved in a large
variety of processes, they represent an important therapeutic
target. Disorders including oedema, glaucoma, obesity,
cancer, epilepsy, osteoporosis, periodic paralysis and ataxia
are treated with CA inhibitors (20,21).

A screen of approximately 1000 compounds on the
dys-1(cx18), hlh-1(cc561) model identified several substances
that ameliorated the C. elegans dys-deficient phenotype. Two
of the top-five hits turned out to be methazolamide (MTZ)
and dichlorphenamide (DCPM). These molecules belong to
the class of sulfonamides, known inhibitors of CA
enzymes. In our study, CA inhibitors were assessed for
their therapeutic potential of dystrophin-deficient muscular
dystrophy in two animal models, C. elegans and the mdx
mouse.

RESULTS

Effect of MTZ and DCPM on C. elegans
dystrophin-deficient muscle

We exploited a C. elegans model of dystrophin-dependent
muscle degeneration in a screen of bioactive molecules to
identify potential blockers of muscle degeneration. The rel-
evance of such a screen has been previously demonstrated
(24). During this screen, we observed by visual inspection
that 7-day dys-1(cx18); hlh-1(cc561) adult animals grown on
0.5mg/ml (2mm) of MTZ or on 0.1 mg/ml (0.3 mm) of
DCPM plates moved better than untreated animals, suggesting
that the function of the body wall muscles in these animals
was partially conserved. Examination of the musculature by
phalloidin staining, which labels actin fibers, revealed a dra-
matic reduction of muscle degeneration in treated animals
(Figs 1 and 2). Whereas the untreated dystrophic animals
show 5-6 degenerating or dead muscle cells per pair of quad-
rants, the animals treated with MTZ or DCPM present only
1-2 such cells.

Dose—response experiments (Fig. 1) showed that the effect
of MTZ and DCPM on muscle degeneration is optimal at
0.5mg/ml and at 0.1 mg/ml in the medium, respectively
(Fig. 1). The positive effect was qualitatively visible down
to 0.1 mg/ml for MTZ and down to 0.01 mg/ml for DCPM.
Concentration of drugs in the medium above 1 mg/ml of
MTZ or 0.5 mg/ml of DCPM was toxic to the animals. The
actual drug concentration in the animal is not known but is
thought to be 100—1000 x lower.

The muscle degeneration in the DMD worm model is
caused by the synergy between dys-1(cx18) and hlh-1(cc561)
mutations, in which the mild Alh-1(cc561) mutation serves
as an amplifier of the dys-1(cx18) phenotype (17). Therefore,
we wanted to verify that MTZ or DCPM were also active on
the dys-1(cx18) mutation alone. The dose-effect experiments
on dys-1(cx18) showed a decrease in muscle degeneration
similar to that of the double mutant (Fig. 1).

The degeneration observed in the DMD worm model is
activity- and time-dependent (17). Consequently, compounds
that have a sedative effect or reduce growth rate also reduce
muscle degeneration. To verify that MTZ and DCPM did
not act this way, but had a real beneficial effect on muscle,
we tested their impact on these parameters. Addition of
0.5 mg/ml of MTZ or 0.1 mg/ml of DCPM had no sedative
effect on the locomotion and growth rate of dys-1(cx18) or
wild-type worms compared with untreated animals (Fig. 3A
and B). These results demonstrated that the gain obtained
with MTZ and DCPM on muscle degeneration is not due to
a sedative effect or to a reduced growth rate.

Effect of CA inhibition on C. elegans dystrophin-deficient
muscle

Since we found that MTZ and DCPM can reduce muscle
degradation in the dystrophic model of C. elegans, we
further investigated the mode of action of these compounds.
Sulfonamides are known to be strong inhibitors of human
CAs (20). In C. elegans, this class of enzymes is poorly docu-
mented. The only documented CA is cah-4 (25,26). Conse-
quently, we first inventoried CAs in C. elegans. A Blast
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Figure 1. Methazolamide (MTZ) and Dichlorphenamide (DCPM) reduce muscle degeneration in C. elegans. Number of missing or degenerating body-wall
muscle cells per pair of quadrants of 7-day dys-1(cx18); hih-1(cc561) and dys-1(cx18) animals exposed to various concentration of MTZ (A) or DCPM (B).
Abscissa value represents the concentration in mg/ml in the medium. The concentration within the animals is unknown. Standard error of the mean (SEM)
is indicated by the vertical lines. Cross symbol () represents a toxic concentration (lethality or slow growth).

Figure 2. Representative images of muscles of treated and non-treated C. elegans. Striated body-wall muscles cells (arrow) of wild-type animal (A) and of
dystrophic animals dys-1(cx18); hih-1(cc561) treated with DMSO (B), MTZ 0.5 mg/ml (2 mm) (C) or DCPM 0.1 mg/ml (0.3 mm) (D). Body-wall muscles
appear as diamond-shaped cells (arrow). Dystrophic animals show a high number of degenerating muscles cells (diamond arrows) rarely seen in animal
treated with MTZ or DCPM. These animals were grown 7 days at 15°C in the presence of drugs, and were observed after fixation and phalloidin—rhodamine

incubation.

from 14 Homo sapiens sequences obtained from the NCBI
website revealed six putative CAs in the C. elegans genome.
These genes are called cah-1 to 6. A maximum likelihood
tree was constructed (Fig. 4). This tree shows that only
cah-1 and cah-2 present a high homology with human CA-X
and XI. The other worm CAs are too divergent to be
matched with human CAs.

We hypothesized that the effect of MTZ and DCPM could
be mimicked by knocking down one or several C. elegans
cah genes. We tested this hypothesis by double-stranded
RNA-mediated interference (RNAi) feeding experiments.
RNAI is a useful method for gene inactivation in C. elegans
(27). Four clones available from Geneservice Bank
(ITI-2NO3, TI-5LN09, X-7M16, X-6120) allowed targeting of
four of the six cah gene (cah-1, cah-2, cah-3 and cah-4).
The last two clones were constructed for the purpose of this
study. RNAi experiments with the six clones showed that
only inhibition of the gene cah-4 significantly reduced
muscle degeneration in the dys-1(cx18), hlh-1(cc561) strain
(Fig. 5). RNAIi experiments ran on gene combinations did
not bring additional information, suggesting that cah-4 is
solely responsible for the drug response to both MTZ and
DCPM (Data not shown). Furthermore, cah-4 RNAIi did not
impact the activity or growth rate of worms, indicating that
it is the cah-4 reduction per se which is responsible for the

beneficial effect (Fig. 3A and B). Moreover, this experiment
showed a partial restoration of dys-1, hlh-1 locomotion.

Synergy between sulfonamides and CA RNAI in C. elegans

To further elucidate the role of these genes in the response of
sulfonamide, we tested for a cooperative effect between the
presence of sulfonamide and the diminution of each cah tran-
scripts. A dose—response experiment was conducted in pres-
ence or absence of cah dsRNA. No statistical difference was
observed between the dose—response control and the dose—
response coupled with the inhibition of cah-1, cah-2, cah-3,
cah-5 and cah-6 transcripts (Fig. 6). The optimal concentration
remains around 0.5 mg/ml in all conditions, and the sublethal
MTZ concentration remains also unchanged (1 mg/ml). On the
contrary, the inhibition of cah-4 transcripts in presence of
MTZ or DCPM showed a dramatic shift of the dose—response
curve to the left. The MTZ is lethal at 1 mg/ml in the medium
for the negative control and this concentration goes down to
0.1 mg/ml when coupled with an inhibition of cah-4 tran-
scripts. The optimal concentration to reduce degeneration
goes down from 0.5 to 0.01 mg/ml when coupled to cah-4
RNAi. For DCPM, the toxic concentration is shifted from
0.5 to 0.05 mg/ml when coupled with cah-4 RNAi and the
optimal concentration is shifted from 0.1 to 0.005 mg/ml.
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These results suggest that the mechanism involved is common
to both compounds, and further demonstrate that the protein
CAH-4 is their target.

As a negative control the same experiments were performed
with Imipramine, Nifedipine and Trimipramine. These drugs
have been previously shown to reduce muscle degeneration
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Figure 5. Effect of cah gene inhibition on C. elegans muscle degeneration.
Number of missing or degenerating body-wall muscle cells per pair of quad-
rants of 7-day dys-1(cx18); hlh-1(cc561) animals. Each of the six C. elegans
cah genes was specifically inhibited by RNAi. Untreated: Dystrophic
animals exposed to DMSO 1% and empty vector L4440. MTZ: Dystrophic
animals exposed to 0.5 mg/ml of MTZ and empty vector L4440. Mean of
30 worms + SEM, * different from negative control at P < 0.05, **P < 0.001.

in C. elegans but are not CA inhibitors (28). In presence of
cah-4 dsRNA, their respective sublethal concentration
remained unchanged (data not shown), thereby demonstrating
that MTZ and DCPM interact with CAH-4 in a specific way.

CAH-4 tissue distributions

We then investigated the tissue expression of cah-4. To loca-
lize CAH-4, a plasmid carrying the putative endogenous pro-
moter of cah-4 in frame with GFP was constructed and
injected in worms. Fifty fluorescent worms (all stages) were
analyzed under confocal microscopy. The GFP protein was
localized at all stages in the excretory cell, in the nervous
system (nerve ring, dorsal and ventral cord and motor
neuron commissures), in body wall muscles and in the anal
muscles (Fig. 7). This expression pattern is consistent with
the effect observed.
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Figure 7. CAH-4 tissue expression. Expression of cak-4 in C. elegans detected by reporter gene. Expression was observed in the excretory cell (Ec), nerve ring
(Nr), ventral and dorsal cord (VC, DC), commissure from ventral cord (Cvc), body wall muscle (Mu), muscle arms (Ma) and around the anal sphincter (AS).
Auto-fluorescent gut granules are also visible. Bars indicate 10 pm.

Effect of MTZ and DCPM on mdx mouse muscle mouse mdx model of DMD. Sex- and age-matched (70-day)
mdx mice were fed 120 days with drug containing food
or control food with identical composition, and animals
were then analyzed. For DCPM treatment, a low-dose

Treatment of mdx mice with DCPM and MTZ. We then ana-
lyzed whether MTZ and DCPM would have an effect on the
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Figure 8. Representative wheat germ agglutinin (WGA) of tibialis anterior (TA) muscle. (A and B) Alexa 488 conjugated WGA-staining of TA muscle of
untreated (A) and 5x MTZ-treated (B) mdx mice. WGA binds to N-acetylglucosaminyl and sialic acid residues at the border of the muscle fibers.

(15 mg/kg/day) or a high-dose (60 mg/kg/day) was adminis-
tered, which is, respectively, 5x and 20x human average
posology. For MTZ, 20x posology (86 mg/kg/day) was
lethal, so we administered a low concentration which was 1x
posology (4.3 mg/kg/day) and a high concentration which was
5x posology (21.5 mg/kg/day). Concentrations of drugs in
food were calculated on the basis of that mdx mice eat
~15% of their body weight per day (L.S., unpublished
results). All mice had similar weight at the end of the treatment
suggesting that food intake was comparable. Two types of
readouts were conducted: histology and force measurement.

Histology assessment of MTZ treated muscles. Muscles from
drug-treated animals were histologically analyzed. Representa-
tive Wheat Germ Agglutinin (WGA-staining), for tibialis
anterior (TA) muscles of MTZ high dosage group is shown in
Figure 8. We performed Haematoxylin Eosin staining
(HE-staining) to obtain a general impression of the histological
appearance of both groups to be compared. No obvious differ-
ences of the histological appearance became visible for 5x
MTZ treated muscles compared with the untreated group
(data not shown). However, an automated analysis of the fiber
type distribution revealed subtle differences (see below). In
Figure 8A and B the Alexa 488 conjugated WGA-staining for
sections from untreated and 5x MTZ treated mdx mice is
shown. The WGA-staining allowed clear delineation of fiber
boundaries for determination of minimal fiber diameters.
Myosin Heavy Chain (MHC) double staining (Fig. 9A) pro-
vided information about the fiber type distribution, MHC iso-
forms I, and type Ila and IIb fibers, which are separately
stained by the protocol applied. Both substances showed no
effect on the fiber type composition (data not shown).

Automated histological analysis of muscle sections. In order to
obtain a reliable and secured statistical analysis of
pathology-relevant histological parameters of dystrophic
muscle in mdx mice, a standardized and automated quantitat-
ive method was developed with S.CO Lifescience
(Miinchen, Germany) (Fig. 9). Two adequate parameters for
analysis of the histological status were chosen. The minimal
Feret’s diameter of the fibers, and the percentage of centrally

nucleated fibers (indicative of muscle regeneration) were
determined (29).

Dystrophic muscle typically displays a higher variability of
the muscle fiber diameter compared with wild-type muscle.
The variance coefficient (VC) of all muscle fiber minimal
Feret’s diameters of a given muscle cross-section provides a
numerical value of the fiber size variability (29). The
minimal Feret’s diameter is very robust against experimental
errors such as the orientation of the sectioning angle. Regard-
ing the second histological parameter, muscles of wild-type
mice rarely contain centralized nuclei, whereas muscles of
mdx mice show an average percentage of up to 66% of cen-
trally nucleated fibers after the first crisis of degeneration
and regeneration at around 7 weeks of age.

In this study, we examined about 3000 fibers of TA and dia-
phragm (DIA) muscles for each 5x MTZ treatment and
untreated group covering both parameters. Automated histo-
logical analysis was performed only for the 5x MTZ treated
group and its untreated control group, because quality of the
muscles belonging to the DCPM group was not sufficient
and thus analysis not possible.

The histological analysis of the TA muscle showed a signifi-
cant decrease of the percentage of centrally nucleated fibers in
the 5x MTZ treated group (MTZ: 57.4 + 14.9; control:
65.1 £+ 11.2; P=10.03) (Fig. 10A), and a non-significant
higher VC with Z =487 in the treatment group compared
with Z = 448 in the control group (P > 0.05). In accordance
with the higher VC in the 5x MTZ-treated group, we were
able to distinguish a shift of the minimal Feret’s diameter
towards smaller fibers with diameters <20 pm (Fig. 10C) in
the 5x MTZ-treated group (P = 0.03), whereas the number
of fibers between 30 and 40 pm were higher in the untreated
group (P = 0.02) (Fig. 10C).

In DIA no significant change in the percentage of centrally
nucleated fibers between 5x MTZ treated group (72.1 £+ 6.7)
and untreated control group (75.1 + 7.0) was observed (P =
0.085) (Fig. 10B) and the VC of the muscle fiber size distri-
bution in diaphragm was slightly lower with Z = 425 in the
treatment group compared with Z =439 in the untreated
group (P > 0.05). Moreover, a very similar fiber size distri-
bution was observed in both groups (Fig. 10D).
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Figure 9. Automated quantitative analysis of muscle histology. (A) Original photo of a diaphragm (DIA) section stained with Myosin Heavy Chain
(MHC)-double staining of mdx mouse. Brown fibers display MHC fiber type I and blue fibers fiber type ITA or IIB. (B) Processed photo of the same DIA
section mentioned in (A). The yellow areas describe the fibers the program recognizes (type I: dark yellow, type II: bright yellow). Each identified fiber is
labeled with a number defining its ID. Connective tissue is not recognized (grey areas). Nuclei are marked with green dots.

Muscle force measurements of mdx mice treated with MTZ
and DCPM. The ability of therapeutic drugs to improve
force generation was determined by isometric force measure-
ment using different protocols able to distinguish between
maximal force generation capability (tetanic force) and resist-
ance to eccentric contraction. Treatment of mice with DCPM
(20x posology) increased significantly the tetanic specific
force of extensor digitorum longus (EDL) muscle by 30% in
the treated group (DCPM: 282 + 64; untreated: 198 + 53;
P =0.034) (Fig. 11B). This improvement in muscle force gen-
eration was not seen in the second treatment group at lower
concentration (data not shown).

We further examined in mdx EDL muscle the maximal
force generation using an eccentric contraction protocol with
elongation of the muscle for 10% of its resting length (Lo).
Treatment with DCPM at both concentrations, however, was
not able to improve this parameter. On the contrary, results
in Figure 11A show a significant (P = 0.034) higher percen-
tage of the mean force drop in DCPM treated mice (67 +
14%) compared with untreated mdx mice (46 + 15%). These
results show that DCPM treatment improved the effective
muscle strength, but was not able to increase muscle fiber
resistance to exercise.

The 5x MTZ treatment group displayed a non-significant
higher percentage of the mean force drop (55 + 17 versus
49 + 15% in the untreated group) (Fig. 11C), whereas
tetanic specific force increased in the 5x MTZ treated mice
by 25% (MTZ: 264 + 57; untreated: 197 + 86; P = 0.05), as
shown in Figure 11D.

Overall, with the exception of the eccentric contraction test,
these substances show a clear improvement of the dystrophic
phenotype in mdx mice.

DISCUSSION

Caenorhabditis elegans as a model for drug discovery

Our findings confirm the use of C. elegans as a model organ-
ism for screening, identifying and characterizing potential lead
pharmacological agents. In this study, we show the therapeutic

potential of a previously unsuspected class of molecules for
the treatment of DMD. One of the concerns of using the
C. elegans model for drug discovery is the determination of
the effective dose for a lead compound. The molecules used
in this study were provided to the worms through the media.
C. elegans has an outer exoskeleton (cuticle) which provides
protection from environmental chemicals (30). Thus, the
effective concentration absorbed through the cuticle and/or
the intestinal lumen is not known and is approximately
100-1000x lower than in the medium (28). However, this
limitation does not impede the use of C. elegans. Data have
to be considered mostly in a qualitative manner.

Sulfonamide and CA in C. elegans

Sulfonamide is known to be strong inhibitors of several CA in
humans (20). After identifying CAs in the worm, we knocked
down their expression by RNAi experiments and we found
that RNAI inhibition of cah-4 reduced muscle degeneration
(Fig. 4). Since cah-4 reduction mimics the effect of sulfona-
mide treatment, it is likely that it is the target of the com-
pounds (Fig. 5). Moreover, several sulfonamides including
MTZ and DCPM have already been found to be active on
CAH-4 with k; values at 42 and 38 nm, respectively (25),
and null mutants cah-4(tm2805) are lethal. We postulated
that this lethality is due to the absence of CAH-4 activity
since we could mimic it with a high concentration of MTZ
(1 mg/ml) or DCPM (0.5 mg/ml). Furthermore, worms
display an increased sensitivity to MTZ and DCPM when
these treatments are coupled with cah-4 RNAIi (Fig. 6). All
together, these results suggest that the gain obtained in the
C. elegans dystrophin-deficient model is due to an inhibition
of CAH-4 activity by sulfonamide.

Furthermore, the cah-4::GFP reporter gene was localized in
body wall muscles and in the nervous system. Although it
cannot be formally demonstrated, it is likely that sulfonamides
act directly on muscles for the following reasons: (i) Com-
pounds did not reduce locomotion of dys-1 and wild-type
worms, indicating an absence of a major effect on the



4096 Human Molecular Genetics, 2009, Vol. 18, No. 21

>

8

-
*

o control
a 5x MTZ

nucleated fibers (%)

Mean percentage of centrally
38538

o

TA muscle

+.

o control
8 5x MTZ

Mean percentage of centrally
nucleated fibers (%)

Diaphragm

M. tibialis anterior

[+

= control
| 5x MTZ

Percentage of total fiber number (%) (o)

fr o0 .

10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70

T0-80 80-90 90-100 100-110 110-120 =120

Minimal feret's diameter (zm)

&

Diaphragm

&

B

ol |

g

o control

=t

= 5x MTZ

=
(=]
1

Percentage of total fiber number (%) o

(=]
1

T
50-80

T

<10 10-20 20-30 30-40 40-50 60-70

T
70-80

T T
80-90

T
90-100

T
100-110  110-120

T
=120

Minimal feret's diameter (pm)

Figure 10. Quantitative assessment of muscle histology. (A and B) Percentage o

f centrally nucleated fibers in TA muscle (A) and diaphragm (B) of untreated

versus 5 x MTZ-treated mdx mice. Data expressed as mean + SD; mean percentage of centrally nucleated fibers (n = 3000). (C and D) Fiber size distribution in
TA muscle (C) and DIA (D) of untreated versus 5x MTZ-treated mdx mice. * Different from control at P < 0.05.

central nervous system (Fig. 3A). (ii) RNAI is poorly active on
the nervous system of C. elegans (31), yet it is of considerable
effect in our experiment.

MTZ and DCPM are known to induce metabolic acidosis
and their mechanisms of action most likely involve changes
of pH that alter the transmembrane potential and excitability
(32). Lower pH values reduce potassium conductance of the
cell membrane and have an effect on the activation and inac-
tivation of sodium and calcium channels, respectively (33). On
the other hand, acidification of the sarcoplasmic reticulum
trans-chamber induced a reduction of the unitary conductance
of the Ca" release channel (34). Since we found that calcium
channel activity is a critical factor in the progression of

dystrophin-dependent muscle degeneration in C. elegans
(35), we hypothesize that an appropriate concentration of
MTZ or DCPM could reduce Ca®' transients and thus
decrease muscle degeneration in C. elegans.

Effect of MTZ and DCPM on mdx mouse muscle

Despite the fact that muscle pathology for dystrophin-
deficiency differs between the mdx mouse model and human
patients, the mdx mouse model is the most important animal
model for preclinical studies in DMD research (36,37). In
the present study, we have applied recommended methods
for pre-clinical analysis in DMD research. Readout parameters
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included muscle force measurement on isolated muscle, and
the histological examination including the percentage of cen-
trally nucleated fibers and the VC of the fiber size which
reflects the degeneration and regeneration processes.

Histological analysis of the TA muscle revealed a statisti-
cally significant decrease in the percentage of centrally
nucleated fibers for Sx MTZ treated mice, implying less
degeneration/regeneration occurring during the treatment
period. This result is particularly remarkable, since the treat-
ment was initiated at an age of 70 days, a time point where
intense degenerative and regenerative activity had already
taken place (38—40).

Moreover, automated histological analysis revealed an
increase in fiber size variability in the 5x MTZ-treatment
group, which is not obvious by simple visual inspection of the
corresponding HE sections. A detailed analysis of the fiber
size distribution revealed the occurrence of more smaller and
larger fibers, which typically arise during cycles of regeneration
and degeneration, in this group. In addition Neural Cell
Adhesion Molecule (NCAM) staining for regenerating fibers
clearly showed more NCAM positive fibers, corroborating the
higher number of small fibers observed here (data not shown).
DIA presents the most severely affected muscle in mdx mice.
In this study treatment of mdx mice with 5 x MTZ did not ame-
liorate the histological parameters of the diaphragm. Possibly,
damage associated with dystrophin-deficiency in the diaphragm
is too severe to be alleviated by the treatment applied in this
study. Also, the treatment window used here may occur to late
to show any improvement for the diaphragm.

We then investigated the functional analysis of muscle force
measurements of limb muscles. Significant differences

between mdx and wild-type mice are easier observed in
older mice (41). In the MTZ- and DCPM-high dosage
groups an increase of the tetanic specific force led to an
improvement of the maximal force. The increase in muscle
force was not due to differences in muscle weight or size,
since normalization of isolated muscles regarding to these
two parameters occurred. The maximal force generation, but
not the overall resistance of the muscle to a stimulated endur-
ance protocol, was increased.

A possible mode of action of MTZ and DCPM could be
through a reduction of reactive oxygen species, in particular
by blocking the muscle-abundant CAIIl (42—44). However,
since CAIII is more than 10 000 times less sensitive to MTZ
compared with other CA isoforms, this hypothesis is still a
matter for conjecture (26).

Wetzel et al. analyzed the effects of CA inhibitors on
muscle force generation and Ca®"-transients. Inhibition of a
sarcoplasmatic reticulum CA (SR-CA) isoform was suggested.
Indeed, MTZ was shown to be a strong inhibitor of the mem-
brane bound CAIX and of the C. elegans cah-4, too, and it was
stated that inhibition of only one SR-CA isoform does not
affect muscle contraction, whereas inhibition of all three
CAs IV, IX and XIV does (26,45). Thus inhibition of these
CA isoforms could be implicated in the observed phenotypes
in this study as well. Treatment of isolated muscle bundles
with one particular inhibitor L-645151 or 6-ethoxyzolamide
increased the peak force signals of twitches on EDL and
Soleus and showed a prolonged T!2 relaxation time. The
authors suggested that CAs generate H' outside the SR and
supply the ions for the coupled Ca*"—H™ bidirectional trans-
port across the SR membrane and buffer incoming H* ions
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inside the SR by catalysis of the reverse reaction (46). Bruns
et al. (47) showed an acceleration of the CO,—HCOj3 reaction
of ~1000-fold by the SR-CA. Catalysis by CAII reduced the
half time from 7 s to ~7 ms. Inhibition of CAs by sulfona-
mides was shown to slow Ca*" release from the SR. Conse-
quently, release and uptake of Ca®" as well as the rise time
of twitches (increase in force) were prolonged, providing a
plausible explanation for the increase in maximal tetanic
force by CA inhibitors.

Despite a decrease in resistance of muscle fibers to eccentric
contractions, the analyzed substances DCPM and MTZ
showed efficacy in the mdx mouse and increased the specific
tetanic muscle force, demonstrating that a C. elegans screen
coupled with a mouse model validation strategy can conduct
to the identification and characterization of potentials drugs
against rare diseases. Differences in CA usage and model
physiology likely account for differences of responses
observed between the two models.

At this time, sulfonamide like MTZ and DCPM may not be
pursued in further preclinical for treatment of DMD, but the
development of isozyme-specific or at least organ-selective
CA inhibitors may be highly beneficial to improve their effi-
cacy against DMD and applied to other muscular dystrophies,
as well as devoid of major side effects.

MATERIALS AND METHODS
Strains and culture conditions

Caenorhabditis elegans strains were cultured at 15°C on 6 cm
Petri dishes containing NGM agar and a lawn of Escherichia
coli OP50 wunless stated otherwise. The dys-1(cx18);
hlh-1(cc561) strain was grown at 15°C, which is the permiss-
ive temperature for the ts mutation hlh-1(cc561) (17). The
wild-type N2 strain was obtained from the Caenorhabditis
Genetics Center.

Pharmacological compounds

All pharmacological compounds were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Concentrated solutions
of each drug were prepared by dissolving compounds in
DMSO. C. elegans tolerates DMSO up to a final concentration
of 2% vol/vol. Compounds were added to liquid NGM that had
been autoclaved and cooled to 55°C, and the media was
immediately mixed and dispensed into Petri dishes. C.
elegans are permeable to aqueous and organic molecules,
although the tough, outer cuticle may necessitate high concen-
trations. It is admitted that drugs penetrate the animals both by
diffusion through the cuticle and ingestion (37). Drugs used in
this study were: MTZ, DCPM.

Muscle observation and analysis on C. elegans

The body wall muscles of C. elegans are divided into four
quadrants (ventral right and left, dorsal right and left) each
of which consists of 23 or 24 trapezoidal cells, arranged in
two staggered rows. Muscle observation was performed on
7-day animals, after fixation, by rhodamine coupled-phalloidin
staining, a marker of filamentous actin. Staining was done

according to Waterston et al. (48). Slides were observed on
a Zeiss Axioplan microscope. A body wall muscle cell is con-
sidered degenerating when its actin fibers are fragmented or
destroyed (17) (Fig. 1). Only the two most visible muscle
quadrants of each animal were scored. Numbers were com-
pared by a Student’s #-test.

Locomotion rate and growth rate

To estimate the locomotion rate of worms, 7-day animals were
scored for the number of body bends generated during an
interval of 1 min. A body bend was defined as one complete
sinusoidal movement from maximum to minimum amplitude
and back again. The growth rate refers to the time from PO
egg to the first F1 egg (generation time). At last 30 worms
were examined.

Phylogenetic analyses

To search for CA in C. elegans, a Blastp search was performed
on Caenorhabditis elegans genome (taxid: 6239) with 14
Homo sapiens CAs sequences obtained from the NCBI
website as query sequence. CAl (NP_001729.1), CA2
(NP_000058.1), CA3 (AAH04897.1), CA4 (NP_000708.1),

CA5 (NP_001730.1, CA6 (EAW71606.1), CA 7
(EAWS3046.1), CA8 (NP_004047.3), CA9 (NP_001207.2),
CA10 (NP_064563.1), CAll (NP_001208.2), CAI2
(EAW77648.1), CAI13  (NP_940986.1) and CAl4

(NP_036245.1). The C. elegans sequences selected are:
cah-1 ~ (NP_498083.1), cah-2 (NP_495567.3), cah-3
(NP_510674.1), cah-4 (NP_510265.1), cah-5 (NP_509186.3)
and cah-6 (NP_491189.1). A maximum likelihood tree was
constructed with SEEVIEW version 4.0 (49), based on align-
ment using MUSCLE (MUItiple Sequence Comparison by
Log-Expectation) (50). The Anthopleura elegantissima CA
sequence (AF140537_1) was used as an out-group. The boot-
strap was performed with 500 replicates.

RNAIi procedure

RNAi experiments was performed on NGM plates sup-
plemented with 100 pg/ml ampicillin, 12.5 pg/ml tetracycline
and 1 mm IPTG as previously described (51). The RNAi
clones for cah-1, cah-2, cah-3 and cah-4 were obtained from
the Geneservice library. RNAi for cah-5 and cah-6 were
obtained by amplification of ~600 bp of genomic DNA of
either gene and cloned into the RNAI feeding vectors L4440
(Courtesy of Dr Andrew Fire). Bacterial suspensions were
used to seed RNAI plates. Five adult gravid worms were put
on plate for one night and removed, so as the progeny were
exposed to drug and RNAi from hatching to fixation. All
animals were fixed and observed at day 7. As a control,
pos-1 RNAi knockdown performed in parallel resulted in
near 100% embryonic lethality.

Generation of cah-4::GFP construct and localization

The putative endogenous promoter of the cah-4 gene has been
cloned in-frame with GFP in pPD95.67 (provided by A. Fire).
To ensure the amplification of cah-4 promoter region, ~3 kb



upstream of the second ATG start codon of cah-4 have been
amplified. Hermaphrodite from dpy-5(e907) strain (CB907)
injected with 150 ng/pl pCeh361 (dpy-5 rescuing construct),
10 ng/pl  of promoter-cah-4::GFP fusion PCR product.
Plasmid microinjection was performed as described (52). Indi-
vidual F1 wild-types were isolated and we retained a line that
transmitted F2 transgenics. Transgenic worms with GFP fluor-
escence were selected, and the animals were viewed by fluor-
escence microscopy on a Zeiss LSM 510 Meta fluorescence
confocal microscope.

Mice and treatment

mdx mice were obtained from Charles River Laboratories,
Belgium. All experiments were conducted in accordance
with the guidelines of the institutional animal care committee.

Feeding started at an age of 70 days for mice with both 20 x
(60 mg/kg/day) and 5x (15 mg/kg/day) posology DCPM and
5x (21.5 mg/kg/day) and 1x (4.3 mg/kg/day) posology MTZ
containing food. Control food consisted of the same com-
pounds as the experimental food except the effective sub-
stances and did not show any effect on the weight, health
and behavior of the mice.

Muscle force measurement

After feeding for 120 days Musculus extensor digitorum
longus was removed and connected to an isometric force trans-
ducer (type GRA FT-03; FMI, Seeheim, Germany) (model
MIO-0501 DC-BriickenmefBverstirker; ALFOS AG, Biel-
Benken; FMI, Seeheim, Germany) coupled to a signal ampli-
fier (model MIO-0501 DC-BriickenmefBverstarker; FMI,
Seeheim, Germany). Electrical field stimulation was generated
by means of platinum electrodes on both sides of the muscle.
Supramaximal stimuli with monophasic pulse duration of 1 ms
were released through a computer-controlled electrical stimu-
lator (model ISG-8834/1-S: FMI, Seeheim, Germany).
Maximal isometric twitch force was assessed by three twitch
stimulations. The maximal isometric tetanic force was
measured stimulating the muscle at 125 Hz for 175 ms.
Specific force was obtained by normalizing maximum
tetanic force on total muscle cross-sectional areca (CSA).
CSA was calculated by following formula (53):

muscle mass[mg]
fiber length[mm]«1.06mg/mm

Measurements for eccentric contraction were performed in
principle as described (54).

Histochemistry and immunohistochemistry

Eight-micrometer serial cross sections of M. tibialis anterior
and diaphragm were stained with Haematoxylin—Eosin and
sequentially with antibodies against type I myosin heavy
chain and type II (Ila and IIb) myosin heavy chain for
MHC-double staining, respectively. HE-staining was carried
out according to standard protocols. The antibody against
type I myosin heavy chain (NovoCastra, Newcastle upon
Tyne, UK) was diluted 1:100 as well as the type II myosin
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heavy chain antibody (NovoCastra, Newcastle upon Tyne,
UK). Each incubation of the sections with one of the two
primary antibodies was followed by staining with the second-
ary antibody rabbit anti mouse Ig horseradish peroxidise
(DAKO, Glostrop, Denmark) diluted 1:100. The different
myosin heavy chain fiber types were visualized sequentially
by different substrates 3,3" diaminobenzidine (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) showing a brown color (type I) and the
substrate provided by the Vector SG visualization solution
(Vector Laboratories, Burlinhame, USA) showing a blue
color (type Ila and IIb). After the first color reaction the sec-
tions were blocked with fetal calf serum before the second
primary antibody was applied.

The fiber boundaries were stained by 100 ng/ml WGA con-
jugated to Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Leiden, Neth-
erlands). Nuclei were stained with 10 ng/ml DAPI (Sigma,
Steinheim, Germany). Finally, cover slips were mounted in
DakoCytomation Fluorescent (DAKO, Glostrop, Denmark).

Quantitative assessment of muscle histology

Automatic quantitative analysis of muscle histology was per-
formed with a special designed module for the image analysis
system S.CORE by S.CO LifeScience, Munich, Germany.
Three different images of the observed section were taken in
parallel: (i) Green fluorescent WGA staining to display the
fiber boundaries, (ii) Blue fluorescent DAPI staining to show
the nuclei, (iii) MHC-double staining to visualize all fibers
which are positive for type I MHC or type Ila and 1Ib MHC,
respectively. In the first image all membrane structures were
subtracted from background, leading to a mask for the individ-
ual muscle fibers, and the minimal Feret’s diameter calculated.

This mask was superimposed first with the DAPI image to
quantify the number of nuclei within each single muscle
fiber and subsequently with the MHC-double staining to deter-
mine the fibers positive for type I MHC or type Ila and IIb
MHC, respectively. The VC was calculated using the follow-
ing formula:

S.D. of muscle of fiber min - Feret’s diameter

Z = 1000*
Mean muscle fiber min - Feret’s diameter

Automated histological analysis was performed only for the
5x MTZ treated group and the corresponding control group,
because the quality of the muscles belonging to the DCPM
group was not sufficient for analysis.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS Statistics 17.0
software (SPSS GmbH Software, Munich, Germany). All
data sets were tested for normal distribution using the Kolmo-
gorov—Smirnov test. Those data subsets that showed a normal
distribution were analyzed performing a z-test. All others were
tested with the Mann—Whitney test.
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Identification des voies d'action

2. Les tricycliques et les molécules reliées a la sérotonine

2.1. Etudes préliminaires

Les cribles DMD ont généré une forte proportion de hits reliés au métabolisme de la
sérotonine, dont la sérotonine proprement dite et des composés (les tricycliques) connus pour
inhiber sa recapture. La sérotonine est un neuromédiateur, aux multiples effets, conservé dans
tout le regne animal. Elle agit comme une neurohormone, sur le systéme entier, ou comme un
neurotransmetteur a la synapse. En tant que neurotransmetteur, elle est libérée dans 1’espace
synaptique ou elle agit sur des récepteurs tout en étant recaptée par un mécanisme actif au
niveau du compartiment présynaptique. L'article 2 qui suit montre et valide le potentiel
thérapeutique de cette classe de molécule chez le mutant dys-1(cx18), hlh-1(cc561). 11 faut
noter que ce travail a été conduit par Maité Carre-Pierrat, ma participation lors de ces travaux
s'est limitée a contribuer a I'analyse des données et a leur valorisation. Cet article montre aussi
que l'absence de sérotonine dans un contexte hlh-1, chez C. elegans, mime l'effet de la
mutation dys-1(cxI8).

En conclusion, ces résultats montrent qu'il est possible de compenser les effets de la
mutation dys-1(cxI8) en jouant sur la disponibilité de la sérotonine, et que la présence de ce

neurotransmetteur est essentiel au maintien des cellules musculaires striés de C. elegans.

Les études complémentaires menées sur les tricycliques et la sérotonine sont

présentées a la suite de cet article.

146



J Muscle Res Cell Motil (2006) 27:253-258
DOI 10.1007/s10974-006-9070-9

ORIGINAL PAPER

Blocking of striated muscle degeneration by serotonin

in C. elegans

Maité Carre-Pierrat - Marie-Christine Mariol - Lucie Chambonnier -
Aurélie Laugraud - Fabienne Heskia - Jean Giacomotto - Laurent Ségalat

Received: 22 December 2005/ Accepted: 30 April 2006/ Published online: 22 June 2006

© Springer Science+Business Media B.V. 2006

Abstract Prevention of muscle fiber degeneration is a
key issue in the treatment of muscular dystrophies such
as Duchenne Muscular Dystrophy (DMD). It is widely
postulated that existing pharmaceutical compounds
might potentially be beneficial to DMD patients, but
tools to identify them are lacking. Here, by using a
Caenorhabditis elegans model of dystrophin-dependent
muscular dystrophy, we show that the neurohormone
serotonin and some of its agonists are potent sup-
pressors of muscle degeneration. Inhibitors of seroto-
nin reuptake transporters, which prolong the action of
endogenous serotonin, have a similar effect. Moreover,
reduction of serotonin levels leads to degeneration of
non-dystrophic muscles. Our results demonstrate that
serotonin is critical to C. elegans striated muscles.
These findings reveal a new fonction of serotonin in
striated muscles.

Keywords Serotonin - C. elegans - Muscular
dystrophy - Striated muscles - Dystrophin

Introduction

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a pro-
gressive disorder affecting striated and cardiac
muscles. It is caused by mutations in the dystrophin
gene, and there is still no efficient treatment

M. Carre-Pierrat - M.-C. Mariol - L. Chambonnier -
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against this disease (Koenig et al. 1987; Ahn and
Kunkel 1993; Dubowitz 2000; Khurana and Davies
2003). Alongside gene therapy and other novel
approaches, random screens of bioactive molecules
still represent a serious therapeutic option for the
treatment of DMD. To conduct such large screens,
the invertebrate model Caenorhabditis elegans is an
apealling system, since it has striated muscles
(Waterston 1988), a dystrophin-like gene (dys-I)
(Bessou et al. 1998), and can be grown at low cost.
Moreover, since C. elegans is unable to regenerate
lost muscle cells, muscle cell survival can be
quantitated rapidly and unambiguously (Gieseler
et al. 2000).

Although null mutations of the C. elegans dys-1
gene occasionally lead to muscle cell death in aging
animals (Grisoni et al. 2003), such a low penetrance
phenotype offers only a limited window for the search
of suppressing effects. To circumvent this problem, we
combine a null dys-I mutation with a weak and
almost silent mutation of the CeMyoD/hlh-1 gene
(encoding a transcription factor involved in the
development of muscles), which fragilizes the muscles
(Gieseler et al. 2000). In the double mutant, the
synergistic effect of the two mutations results in a
progressive muscle degeneration affecting up to 30%
of the body wall muscle cells responsible for loco-
motion (Gieseler et al. 2000). dys-1; CeMyoD mutant
animals are therefore severely paralysed as they age
(Gieseler et al. 2000). We are making use of this
phenotype to screen random molecules that may be
active against DMD. By following this approach, we
found that, quite unexpectedly, the neuro-hormone
serotonin is a potent blocker of striated muscle
degeneration.
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Materials and methods
Strains and culture conditions

C. elegans strains were cultured at 15°C on 6 cm Petri
dishes containing NGM agar and a lawn of E. coli
OP50 unless stated otherwise. The dys-1(cxI8);
CeMyoD(cc561) strain was grown at 15°C, which is the
permissive  temperature for the ts mutation
CeMyoD(cc561) (Gieseler et al. 2000). All subsequent
strains carrying CeMyoD(cc561) were also grown at
15°C. The wild-type N2 strain and other mutant strains
were obtained from the Caenorhabditis Genetics
Center.

Pharmacological compounds

All pharmacological compounds were obtained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Concentrated
solutions of each drug were prepared by dissolving
compounds in water (M9 medium for serotonin).
Compounds were added to liquid NGM that had been
autoclaved and cooled to 55°C, and the media was
immediately dispensed into Petri dishes. Drugs used in
this study were: serotonin creatinine sulfate (4 mg/ml);
serotonin hydrochloride (2 mg/ml); Fluoxetine hyd-
rocloride  (0.05 mg/ml); Imipramine hydrocloride
(0.1 mg/ml); Trimipramine maleate (0.1 mg/ml); m-
chlorophenyl piperazine (0.05 mg/ml); CGS12066A
(0.012 mg/ml); a-methyl-5-hydroxytryptamine maleate
(0.2 mg/ml); N-methyl quipazine (0.2 mg/ml);
m-chlorophenyl biguanide (0.5 mg/ml); 2-methyl-5-
hydroxytryptamine (0.3 mg/ml). These concentrations
were chosen because they were the highest concen-
tration obtainable on plates which does not slow worm
development. 5-7 adult gravid worms were put on
plates in the presence of the drug for one night and
removed, so as the progeny were exposed to drug from
hatching to fixation. L4 larvaes were picked to a new
drug containing plate, allowed to develop into adults,
and fixed 72 h later.

Dosing of serotonin inside the animals

To dose serotonin levels inside the serotonin-treated
animals, we measured the serotonin concentration by
HPLC. After overnight exposure to 10 mM serotonin
in liquid, animals were quickly washed with water, and
an extract was made by three passes through a French
Press (12,000 psi). The supernatant (3000 g, 5 mn) was
injected into a C18 liquid chromatography column,
18 cm, 3.9 x 150 mm, and serotonin was detected by
fluorometry as in Yamada et al. (1983). The column

@ Springer

was previously calibrated with serial dilutions of sero-
tonin creatinine sulfate (Sigma H-7752).

Muscle observation and analysis

Muscle observation was performed by rhodamine
coupled-phalloidin staining, a marker of filamentous
actin. Staining was done according to Waterston et al.
(1984). Slides were observed on a Zeiss Axioplan
microscope. A body wall muscle cell is considered
degenerating when its actin fibers are fragmented or
destroyed (Gieseler et al. 2000). Only the 2 most visi-
ble muscle quadrants of each animal were scored (40
cells per animal). Numbers were compared by a Stu-
dent’s r-test.

Results

We exploited the C. elegans model of dystrophin-
dependent muscle degeneration in a large screen of
hundreds of bioactive molecules to identify potential
blockers of muscle degeneration. The relevance of such
a screen has been previously demonstrated (Gaud
et al. 2004). During this screen, we observed by visual
inspection that adult animals grown on 10 mM sero-
tonin plates moved better than non-treated animals,
suggesting that the function of body wall muscles in
these animals was partially restored. Serotonin was
active both as a creatinine—sulfate salt and a hydro-
chloride salt. A dose-response experiment showed that
the effect of serotonin was qualitatively visible down to
2.5 mM. Examination of the musculature of dys-I;
CeMyoD animals by phalloidin staining, which labels
actin fibers, revealed a dramatic reduction of muscle
degeneration in treated animals (Fig. 1). The number
of missing or degenerating cells was significantly
reduced from 123 +3.8 per animal to 2.5+ 12
(Table 1). Visualization of muscles with anti-myosin
antibodies (Miller et al. 1983) confirmed this finding
(data not shown). Since the animal model analysed
contains both a null mutation of dys-I and a mild
mutation of CeMyoD, which act synergistically to
produce muscle degeneration, we needed to determine
on which of the two mutations serotonin was active.
dys-1(cx18) animals could not be tested directly be-
cause muscle degeneration is not enough penetrant in
these animals. Instead, we used dys-1(cxI8); egl-
19(ad695) animals, which are subject to a limited
muscular degradation when they age (Mariol and
Segalat 2001). This degradation was completely sup-
pressed by the serotonin treatment (0.7 = 0.2 down to
0.1 £ 0.1; Table 1), demonstrating that serotonin is
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Fig. 1 Representative examples of C. elegans muscles in absence
and in presence of serotonin. Striated body-wall muscles of
dystrophin-deficient animals (genotype dys-1(cx18); Ce-
MyoD(cc561)) shown after fixation and phalloidin-rhodamine
incubation to visualize the actin fibers. Body-wall muscles appear
as 2 stripes of diamond-shaped cells on each side of the animal.
Non-treated animals (A, B) show a high number of degenerating
cells (arrows) rarely seen in animals treated with serotonin at
4 mg/ml (C, D). Animals were grown in constant presence of
food at 15°C and fixed 3 days after the L4-stage. Images are
approximately 300 x 100 micrometers. Bar in A is 10 micro-
meters

beneficial to dystrophin-deficient animals indepen-
dently of the CeMyoD mutation. In the reciprocal
experiment, we tested the response of CeMyoD (cc561)
animals to serotonin. Muscle degeneration was also
slightly reduced from 0.8 = 0.1 to 0.3 + 0.1, indicating

that serotonin is also beneficial to muscles with im-
paired MyoD function.

To confirm the action of serotonin, we hypothesized
that drugs known to increase endogenous serotonin
levels should produce results similar to serotonin.
Endogenous serotonin levels can be increased by drugs
inhibiting the reuptake of serotonin. We tested the
effect of three molecules of this class: Fluoxetine
(Prozac), Imipramine and Trimipramine. All three
drugs also significantly reduced muscle degeneration,
albeit less significantly than serotonin (Table 1). Other
amines (Dopamine and Octopamine) showed no effect
(data not shown).

Along the same lines, we applied to dys-1; CeMyoD
animals various serotonin agonists representative of
the major serotonin receptor types. Only m-chlor-
ophenyl piperazine and N-methyl quipazine signifi-
cantly reduced the muscular degeneration (Table 1).
However, their effect was lower than that of serotonin,
suggesting that serotonin might act through several
pathways in parallel to protect C. elegans muscles from
degeneration. In mammals, m-chlorophenyl pipera-
zine, and N-methyl quipazine are 5-HT1 and 5-HT3
agonists respectively. Since the typology of 5-HT
agonists is probably different in C. elegans, it is difficult
to infer at this point which serotonin receptor type is
involved in the response to serotonin. We attempted to
block the serotonin response by inhibiting the expres-
sion of all known serotonin receptors (Olde and

Table 1 Effect of serotonin and related compounds on the muscle of dystrophin-deficient mutants

Compound Class

(concentration in medium)

Number of missing or
degenerating muscle
cells per animal + s.e.m.
dys-1(cx18); CeMyoD
(cc561) animals

Number of missing

or degenerating muscle
cells per animal + s.e.m.
dys-1(cx18); egl-19(ad695)
animals

Control (water)
Serotonin (creatinine, 10 mM)
Serotonin (hydrochloride, 10 mM)
Fluoxetine (150 uM)
Imipramine (300 pM)
Trimipramine (250 pM)
m-chlorophenyl

piperazine (250 pM)
CGSI12066A (26 pM)
a-methyl-5-

hydroxytryptamine (650 pM)
N-methyl quipazine (400 uM)
m-chlorophenyl biguanide (2 mM)
2-methyl-5-hydroxytryptamine

(1 mM)

Reuptake blocker
Reuptake blocker
Reuptake blocker
SHT1 agonist

SHT1B agonist
SHT?2 agonist

SHT3 agonist
SHT3 agonist
SHT3 agonist

12.3 + 0.7 (30)
2.5 + 0.2% (40)

0.7 + 0.2 (30)
0.1 + 0.1% (30)

2.7 + 0.2% (40) N.D.
4.6 + 0.5% (20) N.D.
6.2 + 0.6% (20) N.D.
4.5 + 0.3* (20) N.D.
3.9 + 0.5% (20) N.D.
10.1 + 0.7 (20) N.D.
7.8 + 0.6 (20) N.D.
45 + 0.4% (20) N.D.
9.1 + 0.5 (20) N.D.
9.5 + 0.5 (20) N.D.

Drugs were mixed with the medium at the concentration indicated. Drugs were dissolved in water, excepted for serotonin which was
dissolved in M9. Muscle cells were observed after phalloidin staining of animals fixed 3 days after the L4-stage. Animals were grown in

constant presence of food and drugs at 15 °C

Mean =+ s. e. m.: * different from control at p <0.05. N.D.: not determined. The number in parentheses is the number of scored animals
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McCombie 1997; Hamdan et al. 1999; Hobson et al.
2003; Ranganathan et al. 2000). These experiments
gave only modest results with respect to serotonin re-
sponse inhibition (data not shown). Thus, our current
intrepretation is that serotonin blocks muscle degen-
eration either by acting through several receptors
simultaneously or by acting through a so far unchar-
acterized receptor.

Short-term exposure to serotonin is known to result
in reduced locomotor activity in C. elegans (17).
Therefore, one could wonder whether the protective
effect of serotonin and agonists observed in this study is
caused by a reduction of muscle activity. Two strong
arguments rule out this hypothesis. First, modulation of
locomotion by serotonin in C. elegans is subject to
habituation after a few hours, a negligible time period
compared to the length of the experiments presented
here. Second, dystrophic animals treated with serotonin
actually did move better than control animals (4.5 + 1
vs. 0.5 £ 0.4 body bends per minute). Therefore, the
action of serotonin on C. elegans muscles is not a gen-
eral property of antagonists of muscle function.

We next wondered what is the critical period for
serotonin treatment. To address that question we
transferred a synchronized culture of animals from
control plates to serotonin plates at various time
points. Animals were fixed and examined at day 7,
after having spent 0, 1, 2, 3, 4, 5, or 7 days on serotonin
containing plates. Serotonin was active in reducing
muscle degeneration in animals that had been exposed
for as little as 1 day (i.e. transferred at day 6) (Fig. 2).
Day 6 corresponds to the peak of degeneration in ab-
sence of treatment (Gieseler et al. 2000). The re-
ciprocal experiment, in which animals were transferred
from serotonin plates to control plates, was carried out
in parallel. Interestingly, animals exposed to serotonin
for only the first four days of their life and then cul-
tured on control plates were protected (Fig. 2), despite
the fact that degeneration begins only at day 5 in this
model (Gieseler et al. 2000). Since serotonin is prob-
ably metabolized rapidly in C. elegans, this result sug-
gests either that serotonin induces a protective
mechanism that lasts several days, or that dystrophin-
dependent muscle degeneration in C. elegans is deter-
mined during larval stages although it occurs only later
in adulthood.

Since increasing serotonin levels is beneficial to
C. elegans striated muscles in the absence of DYS-1, we
wondered whether reduced serotonin levels would have
a deleterious effect on the same muscles. To test this
hypothesis, we looked at the muscles of tph-1(mg280)
animals, which have reduced serotonin levels due to
a mutation in the serotonin biosynthetic pathway
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(Sze et al. 2000). No muscle degeneration was ob-
served in tph-1(mg280) animals. However, when
placed in the sensitized background CeMyoD(cc561),
the ¢ph-1 mutation resulted in a severe muscle degra-
dation (Table 2). Thus, the negative effect of the tph-1
mutation on C. elegans muscles was revealed in the
CeMyoD(cc561) background. As we previously ob-
served for the dys-I mutations, the muscle degradation
caused by tph-1(mg280) was time-dependent. Since
serotonin is a negative regulator of locomotion in
C. elegans (Horvitz et al. 1982; Ségalat et al. 1995),
tph-1 mutants are hyperactive (Sze et al. 2000). To
determine whether tph-1(mg280); CeMyoD (cc561)
animals displayed muscle degradation because of the
reduction of serotonin per se, or only as a consequence
of hyperactivity, we constructed a goa-1(nli134);
CeMyoD(cc561) strain. goa-1 mutants are amongst the
most hyperactive mutants known in C. elegans (Ségalat
et al. 1995). The level of muscle degeneration in goa-
1(nl134); CeMyoD(cc561) animals was no different
from that of CeMyoD(cc561), indicating that hyper-
activity by itself was not the cause of muscle degen-
eration in tph-1(mg280); CeMyoD(cc561) animals
(Table 2). Therefore, we conclude that muscle degen-
eration occurring in tph-1(mg280); CeMyoD (cc561) is
the result of reduced serotonin levels. Altogether these
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3,00 4 \
.
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Fig. 2 Kinetics of serotonin action. Number of missing or
degenerating body-wall muscle cells observed at day 7, after
animals had been exposed to serotonin during various periods of
time. The abscissa value represents the day animals were
transferred from solvant-containing plates to serotonin-contain-
ing plates (pink squares), or the opposite (blue diamonds).
Standard deviation is indicated by the vertical lines. Concentra-
tion of serotonin was 4 mg/ml. In non-treated animals, extensive
muscle degeneration occurs between days 5 and 7 under these
growth conditions
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Table 2 Muscle defects in mutants with altered serotonin metabolism

Genotype Number of missing or degenerating muscle cells per animal + s.e.m.
N2 0 + 0 (40)

dys-1(cx18) 0.1 + 0.05 (40)

CeMyoD(cc561) 0.8 + 0.1 (40)

dys-1(cx18); CeMyoD (cc561) 12.3 + 0.6* (40)

tph-1(mg280) 0.0 + 0.0 (40)

dys-1(cx18); tph-1(mg280) 0.5 + 0.1 (20)

tph-1(mg280); CeMyoD (cc561) 5.2 + 0.3* (20)

goa-1(1134) 0.0 + 0.0 (40)

goa-1(n1134); CeMyoD (cc561) 1.3 + 0.2 (20)

Muscle cells were observed after phalloidin staining of animals fixed 3 days after the L4-stage

Animals were grown in constant presence of food without drugs at 15°C

Mean =+ s. e. m. *different from CeMyoD(cc561) at P < 0.05. The number in parentheses is the number of scored animals

results show that serotonin facilitates striated muscle
survival in C. elegans, and that reduction of serotonin
levels leads to muscle degeneration in a sensitized
background.

Discussion

In this paper we show that serotonin and compounds
increasing serotonin levels block muscle degeneration
in C. elegans. Our findings also shed light on a muscle
signaling mechanism that has likely been overlooked.
We previously demonstrated that prednisone, a steroid
used as a palliative treatment against DMD, can also
reduce dystrophin-dependent muscle degeneration in
C. elegans (Gaud et al. 2004). Serotonin and molecules
described in this paper are much more efficient than
prednisone in blocking the muscle degeneration. An
active concentration of 2-10 mM serotonin might seem
high, but one has to keep in mind that this is the con-
centration in the semi-solid agar medium, and only a
small fraction of the molecules diffuse through the
cuticle of the animals. This serotonin concentration
range is usual in C. elegans studies (Dempsey et al.
2005; Chao et al. 2004). We determined by HPLC that
the concentration of 5-HT in whole animal is
approximately 0.5 mM. This is a global estimate since it
is not possible to dissect tissues from adult C. elegans.
5-HT concentration within the cells is probably lower
than this. Other non-related compounds active on the
nematode model of myopathy, such as prednisone, also
work at high concentrations in the agar medium (Gaud
et al. 2004; and unpub. results). However, 5-HT agon-
ists and fluoxetine-like molecules are active at a much
lower concentration. Given the variety of molecules
used, we believe that the effect we observe is specific.

Do dys-I mutations alter serotonin signaling in
C. elegans muscles? Only circumstantial evidence can

support this hypothesis at the moment. First, dys-I
mutants are hyperactive (Bessou et al. 1998), a trait
shared by mutants in which serotonin signaling or
metabolism is affected (Sze et al. 2000; Ségalat et al.
1995). Second, the muscles of dys-1(cxI8); tph-
1(mg280) double mutants do not degenerate more
than those of dys-1(cx18) (Table 2). Such an absence
of a cumulative effect is often the consequence of
mutations affecting a common biological pathway.
There is no indication so far that dys-I mutations
affect the activity of C. elegans serotonin receptors.
However, it is possible that the absence of a func-
tional DYS-1 protein affects components of the
signaling machinery downstream of serotonin recep-
tors, since dystrophin mutations in vertebrates desta-
bilize the membrane and lead to mislocalization of
signaling proteins (Brenman et al. 1995; Blake et al.
2002). Some genetic suppressors of dys-1(cxI8);
CeMyoD(cc561) muscle degeneration are known
components of metabotropic receptor signaling in
other systems (L.S., unpub. observations).

Although the effect of serotonin on vertebrate
smooth muscles has been largely documented, little is
known about serotonin action on skeletal muscles.
Serotonin receptors have been detected in skeletal
muscles of mouse embryos and adult rats, but their
function in these tissues remains unknown (Lauder
et al. 2000; Hajduch et al. 1999). The presence of
serotonin receptors on the surface of C. elegans body
wall muscles remains to be investigated. Injections of
serotonin and imipramine at high concentration were
once used to produce myopathy in rat skeletal muscles
(Mendell et al. 1976). Although this might seem con-
tradictory with the results presented here, these data
indicate nonetheless that skeletal muscles are indeed
responsive to serotonin. Our results are the first report
that serotonin is beneficial to striated muscles and
reduces dystrophy.
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2.2. Recherche du mode d'action des composés reliés a la sérotonine

Suite a ces travaux et en raison de la prépondérance de cette classe de molécules dans
I'ensemble des composés identifiés lors des cribles, I'équipe du docteur Laurent Ségalat a
redoublé d'effort pour tenter de comprendre les mécanismes mis en jeu. Carre-Pierrat et al.
ont alors prolongé 1’étude de la sérotonine, par 1’étude de ses récepteurs chez C. elegans afin
de découvrir par quelle(s) voie(s) de signalisation passe son effet bénéfique sur la
dégénérescence musculaire (392). Ce travail a permis de décrire de nouveaux récepteurs
sérotoninergiques, mais n'a malheureusement pas abouti a l'identification des mécanismes
reliés a l'action de la sérotonine sur la dégénérescence. Cette recherche s'est poursuivie par
des approches génomiques conduites par Stefan Junemann, un post-doctorant de notre
laboratoire. Sa stratégie se basait sur des techniques de mutageneses aléatoires (recherche de
mutants suppresseurs), conduites sur le mutant dys-1(cxI8), hlh-1(cc561). Les animaux
mutagenisés présentant une paralysie malgré le traitement a la sérotonine étaient isolés, puis
les genes reliés a cette résistance devaient €tre identifiés par mapping. Stefan a réussi a isoler
une lignée résistante a la sérotonine. Malheureusement la technique de mapping utilisée n'a
pas permis d'isoler un gene précis mais seulement un locus sur le chromosome IV portant le
ou les genes responsables de la résistance observée. J'ai alors participé a I'évaluation des
différents genes candidats présents sur ce locus par des techniques d'ARN interférence. Peu
avant le départ de Stefan, cette approche a permis d'identifier le gene itr-/ parmi les différents
genes testés. Ce géne code pour un récepteur a l'inositol triphosphate (IP3), et présente une
forte homologie avec les canaux calciques humains IP3R présentés en introduction (27). Chez
C. elegans, itr-1 est le seul représentant des canaux calciques IP3R ; il est exprimé dans la
plupart des cellules (27, 125, 393). A ce jour, le récepteur canal ITR-1 est décrit comme
impliqué dans des phénomenes de contractions périodiques des muscles lisses du pharynx, de
la vulve et de l'appareil excréteur du nématode, dans le systeme reproducteur des males, dans
le développement, et dans la réponse nerveuse conduisant a la fuite de I'animal suite a un
contact physique (125-130). II n'a, par contre, jamais été décrit comme étant relié aux
phénomenes de contraction des muscles striés de C. elegans.

A ce stade, nos travaux montrent que l'inactivation du gene itr-I abolit l'effet
bénéfique de la sérotonine sur la paralysie des animaux dys-1(cxI8), hlh-1(cc561). Nous
pouvons donc supposer que les gains musculaires observés dus a 1'ajout de sérotonine sont

reliés au gene itr-1, et que l'inactivation de ce géne entraine une résistance a la sérotonine.

Nous avons, depuis peu, poursuivi 1'étude de l'impact de ce gene, et les résultats

préliminaires obtenus mettent en évidence un phénomene plus complexe.
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Tout d'abord, nous avons cherché a savoir si cette résistance était spécifique, ou si elle
abolissait aussi la réponse de composés non reliés au métabolisme de la sérotonine. Comme
l'indique le tableau 12, contrairement a l'ajout de sérotonine, d'imipramine ou de
trimipramine, l'inactivation du geéne itr-1 par RNAi dans un contexte dys-I(cxI8), hlh-
I(cc561) n'a pas d'impact sur les gains moteurs observés en présence d'inhibiteurs
d'anhydrases carboniques, de nifédipine (antagoniste des récepteurs dihydropyridine) ou de
tetrazepam (benzodiazépine). Ce phénomene semble donc se limiter aux composés reliés a la

disponibilité de la sérotonine.

dys-1(cx18), hlh-1(cc561) L4440 itr-1
DMSO = +
Serotonine 4 mM ++ -
Imipramine 300 uM ++ -
Trimipramine 250 uM ++ +
Methazolamide 2 mM SRl +++
Dichlorphénamide 320 uM +++ +++
Nifédipine 250 pM ++ ++
Tétrazepam 250 uM ++ ++

Tableau 12 : Evaluation qualitative de la motricité des animaux dys-
1(cx18), hlh-1(cc561) en présence ou en absence d'ARNdD itr-1 (RNAi).
Parmi les composés testés, seuls la sérotonine, l'imipramine et la
trimipramine sont reli€és au métabolisme de la sérotonine. Pour rappel, voir
le tableau 4. - : animaux inertes, + : forte paralysie, ++ : paralysie modérée,

+++ : locomotion proche d'un animal sauvage.

Comme expliqué en introduction, la paralysie observée dans notre modele DMD est
due a une perte progressive de cellules musculaires. Nous supposons donc que l'inactivation
de itr-1 abolit I'effet protecteur de la sérotonine sur cette dégénérescence, ce qui expliquerait
l'apparition de la paralysie malgré le traitement. Pour vérifier cette hypothese, nous avons
étudié l'impact de l'inactivation de itr-1 sur la dégénérescence musculaire, en présence ou en

absence de sérotonine (fig. 53).
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Figure 53 : Evaluation quantitative de la dégénérescence musculaire des
mutants dys-1(cx18), hlh-1(cc561) en présence ou en absence de sérotonine
et d'ARNdb itr-1. L4440 DMSO : controle négatif (Vecteur vide + solvant),
L4440 Sero : animaux trait€s a la sérotonine 10 mM et sans RNAi, ITR1
DMSO : animaux traités au solvant en présence d'ARNdb itr-1, ITR1 SERO :

animaux traités a la sérotonine 10 mM en présence d'ARNdb itr-1.

De facon surprenante, l'inactivation du gene ifr-1 chez les mutants dys-1(cx18), hlh-
I(cc561) n'a pas d'impact sur la dégénérescence musculaire lors d'un traitement a la
sérotonine (fig. 53). En clair, la paralysie observée dans un contexte "sérotonine + RNAI itr-
1" n'est pas reliée a une perte de cellules musculaires. De plus, les résultats présentés dans la
figure 53, mettent en évidence un effet bénéfique de l'inactivation de irr-1 sur la

dégénérescence des mutants dys-1(cx18), hlh-1(cc561) non traités.

Finalement, I'inactivation de itr-/ ne supprime pas l'effet bénéfique de la sérotonine

sur la dégénérescence musculaire.

Une question se pose alors, pourquoi ces animaux "Sero + RNAi itr-1" sont-ils
paralysés alors que leur musculature semble plus ou moins intacte ? Pour apporter des
éléments de réponse a cette question, nous avons entrepris d'analyser le comportement moteur
des animaux trait€s ou non a la sérotonine, et/ou en présence ou en absence d'ARN itr-1
(tableau 13).
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DMSO Sérotonine itr-1 Sérotonine / itr-1
dys-1(cx18) ; hlh-1(cc561) 0,7 4.4 2.4 1,1
dys-1(cx18) 15,1 8,2 8 23
wt 11,5 7,1 7,1 3.2

Tableau 13 : Evaluation de l'activité motrice des animaux en présence ou en absence de

sérotonine (4 mg/ml) et d'ARNdb itr-1. Les valeurs représentées dans ce tableau correspondent

aux nombres d'oscillations effectuées par les animaux sur une période de 60 secondes (Chaque case

correspond a la moyenne de résultats obtenus avec 10 individus).

Le tableau 13 montre que, a l'exception du contexte génétique dys-1(cxI8), hlh-
1(cc561),'exposition a la sérotonine et/ou a des ARNdb ifr-1 réduit la motricité des animaux.
De plus, leur(s) effet(s) s'additionne(nt), laissant envisager un phénomene synergique. Dans
tous les cas, la paralysie observée est due a une action combinée, de la sérotonine et de

I'inactivation de itr-1, sur la locomotion.

Malgré les conclusions de 1'article 2, ces résultats laissent donc supposer que l'action
bénéfique de la sérotonine et/ou de l'inactivation de itr-1 sur la dégénérescence musculaire
passent par une inhibition de l'activité musculaire. Néanmoins, aucun géne ou molécule connu
pour réduire l'activité des animaux n'a permis de reproduire les gains observés avec les
traitements modulant la disponibilité de la sérotonine (résultats non présentés), laissant
suggérer l'implication d'un autre phénomene. Ces hypotheses seront plus amplement débattues

en discussion générale.

Afin de savoir si les effets de la sérotonine et de l'inactivation de itr-1, sur la
dégénérescence musculaire, passent par un mécanisme commun, nous avons ensuite réalisé

une étude effet-doses avec la sérotonine, en présence ou en absence de RNAI itr-1 (fig. 54).
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Figure 54 : Dégénérescence musculaire observée chez le mutant dys-
1(cx18), hlh-1(cc561) en fonction de la concentration en sérotonine, et en
présence ou en absence de RNAIi ifr-1. Moyenne de 15 animaux +/- sem

(standard deviation of the mean).

La figure 54 montre que la sérotonine, en présence de RNAI itr-1, commence a perdre

son effet bénéfique sur la dégénérescence musculaire dans des concentrations plus faibles,

suggérant un effet synergique sur une méme voie d'action. A ce stade, le traitement a la

sérotonine semble donc relié a l'activité du canal ITR-1.

Au vue de ces différents résultats, plusieurs questions restent en suspend :

O

questions.

1 dans les phénomenes de mise en place de la paralysie ?

ce contexte ?

Quelle est la relation entre 1'action de la sérotonine et l'activité du canal calcique ITR-

Est-ce la réduction de la locomotion qui diminue la dégénérescence musculaire dans

En raison du caractere préliminaire de nos résultats, il est difficile de répondre a ces
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En ce qui concerne la paralysie, les résultats suggerent tout de méme que l'ajout de composés
augmentant la disponibilité de la sérotonine, inhibe, directement ou indirectement, 1'activité
du canal calcique ITR-1. Les flux de calcium régis par ce canal sont alors probablement
réduits, se traduisant par une réduction de la motricité des animaux.

Si tel est le cas, ol réside I'activité de ce canal ITR-1 (relié a la paralysie) ? Dans le muscle, se
traduisant par une diminution de la libération de calcium en réponse aux décharges
d'acétylcholine, et ayant pour conséquence une diminution de l'activité contractile ? Dans le
systéme nerveux, par une inhibition, directe ou indirecte, de 1'influx nerveux ? Nous penchons
a ce jour pour un effet musculaire car les processus RNAi sont peu efficaces au niveau du
systtme nerveux du nématode C. elegans (394). Il faut tout de méme noter que cette
hypothese est en contradiction avec la littérature, qui décrit les flux de calcium régis par ce
canal comme non impliqués dans les phénomenes d'excitation/contraction du muscle strié
(voir introduction). De plus, ce canal ITR-1 n'a jamais été décrit comme exprimé dans les
cellules musculaires striés de C. elegans. Pour localiser ce phénomene, nous prévoyons
d'inhiber et de surexprimer itr-1 spécifiquement dans les neurones et dans les muscles des
nématodes, via des promoteurs tissu-spécifiques couplés a la séquence endogeéne ou a une
séquence complémentaire de ' ARN du gene itr-1 (RNAI).

Enfin, o et comment agit la sérotonine pour entrainer une diminution de la locomotion et
éventuellement une diminution de l'activité de ce canal ? Chez C. elegans, la sérotonine est
connue pour inhiber la libération d’acétylcholine dans le systeéme nerveux, et par la méme
réduire l'activité des animaux (395). Il est donc probable que l'inhibition motrice observée

provienne d'un effet sur le systeme nerveux.
En ce qui concerne la relation entre la sérotonine, itr-1 et la dégénérescence, les

mécanismes sont plus difficiles a expliquer. Nous tenterons d'apporter une explication lors de

la discussion générale.
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3. Approche métabolomique

Ce chapitre présente la technologie développée, en partenariat avec le laboratoire de
Lyndon Emsley, pour analyser le métabolome de C. elegans. Le terme métabolomique est
récent, il désigne l'analyse qualitative et quantitative de l'ensemble, ou d'un ensemble, de
métabolites contenus dans un milieu ou un tissu biologique a un moment donné. Le
métabolome correspond a 1'étape finale, la résultante de I'expression des genes, des
interactions protéiques et de l'environnement auquel on peut rattacher le médicament. Par
métabolites, on entend ici des molécules de faible poids moléculaire, en général inférieur a
1000 g/mol. La particularité et le grand avantage de la métobolomique réside dans 1'analyse
simultanée d'un trés grand nombre de substances. Les méthodes utilisées pour obtenir ces
résultats sont la résonance magnétique nucléaire, ou RMN, et la spectrométrie de masse. A ce
jour, la métabolomique est essentiellement utilisée pour des études toxicologiques, pour

lI'analyse du métabolisme des OGM et des effets du dopage.

Quel que soit le type de maladie ou le mode d'action d'un médicament, il y a de fortes
chances que leurs actions entrainent des modifications qualitatives et/ou quantitatives des
métabolites présents dans I'organisme. Ces bouleversements peuvent souvent étre décelés par
les techniques actuelles a condition de savoir ou, et quoi regarder. Malheureusement, cette
exploration est dépendante des efforts menés en biologie médicale pour identifier des
biomarqueurs des maladies et des grandes voies métaboliques. Par exemple, le taux de
créatine kinase présent dans le sang des patients DMD est connu pour étre anormalement
élevé, témoignant d'une fuite du milieu intracellulaire des cellules musculaires dans le sang
(137). A l'inverse, en explorant 1'ensemble des métabolites présents dans un fluide ou une
biopsie, les approches métabolomique ne se limitent pas aux biomarqueurs connus, et
permettent de révéler 1'ensemble des bouleversements métaboliques induits par 1'apparition

d'une maladie ou l'ajout d'un composé (396-398).

Une étude métabolomique se déroule en trois étapes :

o l'obtention du matériel biologique, tel que des biofluides ou des biopsies. Dans

notre cas nous utilisons un organisme entier,

o l'extraction des données métaboliques. Pour cette étape nous utilisons la RMN.

o l'analyse des jeux de données.
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La derniere de ces trois étapes utilise des outils d'analyses des données tels que les PCA
(Analyse en Composantes Principales) et les PLS, O-PLS (Orthogonal-Partial Least Squares
projections to latent structures). Ces outils visent principalement a i) évaluer 1'homogénéité
des préparations / enregistrements et observer la distribution des jeux de données, ii) isoler un
nombre restreint de variables - issues des différents spectres - correspondant aux variations
métaboliques propres aux différents échantillons. IlIs permettent également d'établir des

modeles prédictifs permettant de relier un échantillon a telle ou telle classe préalablement

définie par 1'opérateur.

Ce travail peut paraitre éloigné du but initial visant a soigner et comprendre les
troubles observés dans les maladies citées, pourtant, nous avons développé cette technique

afin de :

o visualiser les bouleversements métaboliques prenant place dans les différents modeles,

traités et/ou non traités,

o identifier des biomarqueurs spécifiques des maladies présentées,

o identifier les voies métaboliques reliées a I'activité des molécules obtenues lors des

cribles.

3.1. Preuve de concept de la métabolomique sur animal entier :

Méme si, a ce jour, nous travaillons encore a dégager les informations pertinentes
relatives aux différents modeles utilisés et a I'impact des composés identifiés comme actifs
contre ces derniers, je présente cette approche car elle se révele tres prometteuse (article 3 et
4). Comme toute nouvelle approche, pour obtenir des résultats pertinents et fiables, ces
analyses métabolomiques conduites sur animal entier ont demandé de nombreuses mises au
point, et plusieurs étapes de validation. Tout d'abord, pour établir la preuve de concept de
cette nouvelle méthode, nous sommes sortis de notre objectif principal et nous avons montré
qu'il est possible de caractériser une souche selon son profil métabolique (article 3 et 4). De

plus, comme le décrit l'article 3, la puissance de cette technologie nous permet de mettre en
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évidence des perturbations métaboliques pour des geénes n'induisant pas de phénotype visible
a ce jour. Ainsi, en généralisant cette approche a l'ensemble des mutants C. elegans
disponibles, nous pourrons a l'avenir disposer d'informations trés utiles sur la relation
qu'entretiennent les genes avec le métabolisme, et identifier des biomarqueurs du déreglement
des grandes fonctions biologiques. A terme, ces analyses permettront ainsi de mieux
comprendre l'ensemble du métabolome, et la relation qu'il entretient avec le génome et le
protéome. Enfin, 1'article 4 décrit les efforts que nous avons mené pour rendre ces analyses

robustes, comparables et applicables a grande échelle.

Il faut tout de méme noter que nous travaillons avec des maladies mal comprises a ce
jour. Par conséquent, nous pouvons nous demander si cette technologie, naissante, va
permettre de répondre a certaines de nos questions, ou, au contraire, risque-t-elle d'en
soulever de nouvelles qui demanderont encore plus de réponses ? Le verdict ne tardera pas a

se faire entendre.
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Assigning functions to every gene in a living organism is the next
challenge for functional genomics. In fact, 85-90% of the 19,000
genes of the nematode Caenorhabditis elegans genome do not
produce any visible phenotype when inactivated, which hampers
determining their function, especially when they do not belong to
previously characterized gene families. We used 'H high-resolution
magic angle spinning NMR spectroscopy ("H HRMAS-NMR) to reveal
the latent phenotype associated to superoxide dismutase (sod-1) and
catalase (ct/-7) C. elegans mutations, both involved in the elimination
of radical oxidative species. These two silent mutations are signifi-
cantly discriminated from the wild-type strain and from each other.
We identify a metabotype significantly associated with these muta-
tions involving a general reduction of fatty acyl resonances from
triglycerides, unsaturated lipids being known targets of free radicals.
This work opens up perspectives for the use of 'TH HRMAS-NMR as a
molecular phenotyping device for model organisms. Because it is
amenable to high throughput and is shown to be highly informative,
this approach may rapidly lead to a functional and integrated meta-
bonomic mapping of the C. elegans genome at the systems biology
level.

functional genomics | metabolic profiling | metabonomics
nuclear magnetic resonance

Assigning functions to every gene in a living organism is the next
challenge for functional genomics. However, only a small
proportion of genes produce visible phenotypes when inactivated,
for example, only 10-15% of the 19,000 genes of the nematode
Caenorhabditis elegans produce a visible phenotype (1, 2). For the
remaining ones, determining their function is more difficult, espe-
cially when they do not belong to previously characterized gene
families.

For example, oxidative stress is a key, yet subtle, biological
process involved in aging, with long-term integration of many slow
processes leading to irreversible cellular and molecular damage.

Phenotyping plays a critical role in postgenomic sciences. Today,
a range of molecular phenotyping tools is available to characterize
mutations. Although gene expression and protein profiling are
predominantly used (3-5), metabonomic and metabolomic strate-
gies (6, 7) advantageously produce metabolic fingerprints that allow
identification of variations in low-molecular-weight compounds in
biofluids or organs in response to pathophysiological events (8),
drug treatments (9), or genetic polymorphisms (10). It is therefore
an attractive hypothesis-free approach for large-scale functional
genomics in model organisms (11).

Here we capitalize on recent developments in solid-state NMR
that allow the acquisition of highly resolved 'H spectra of metab-
olites from inhomogeneous materials such as biopsies (12) or food
(13). As shown below, when applying "H high-resolution magic
angle spinning NMR spectroscopy (‘H HRMAS-NMR), we pro-
vide complex metabolic phenotypes (6) or metabotypes (8) suitable
for discriminating between C. elegans oxidative stress mutants,
which cannot otherwise be distinguished phenotypically (14). In this

19808-19812 | PNAS | December 11,2007 | vol. 104 | no.50

study, we develop, validate, and apply a strategy using 'H HRMAS-
NMR spectroscopy of whole-model organisms, in this case C.
elegans, to reveal the latent phenotypes associated with silent
mutations (11) in Metazoans, an approach already developed in
yeast and plants using mass spectrometry and liquid-state NMR
(15, 16). In particular, we investigate subtle metabolic disruptions
induced by mutations of oxidative stress enzymes. We show, as a
proof of concept of this strategy, a metabotype significantly asso-
ciated to oxidative stress mutants with otherwise no overt pheno-
types, i.e., silent mutations in the terminology of Oliver and
coworkers (11).

Results

H HRMAS-NMR Reveals Metabolic Phenotypes for Both Morpholog-
ical and Invisible Mutations. To investigate the potential of meta-
bonomics to produce reliable metabolic phenotypes for C.
elegans, we first recorded "TH HRMAS-NMR spectra of three C.
elegans strains: a wild-type strain (N2), the collagen dpy-10(e128)
mutant, which displays a visible (morphological) phenotype, and
the sod-1(tm776) mutant, which has no overt phenotype.

Approximately 1,000 worms (Fig. 1a) were filled in a HRMAS-
NMR rotor and spun at 3.5 kHz for 1D 'H HRMAS-NMR
acquisition (Fig. 1b). Spectra were recorded for each sample [Fig.
1c; see supporting information (SI) Table 1 for assignment] and
bucketed with a 1073-ppm resolution. We note that there is no
particular indication in these spectra (broadening or splitting) of
distributions of molecular environments within the sample. Super-
vised multivariate statistical modeling using partial least-squares
discriminant analysis (PLS-DA) shows a significant discrimination
of the three strains (Fig. 1d) and reveals strain-specific metabolic
features for dpy-10(e128) and more remarkably for sod-1(tm776)
(Fig. 1e). To validate discrimination of mutations, we resampled the
model under the null hypothesis by generating 999 random per-
mutations of the class vector. This shows that none of the random
models outperforms the initial model in terms of prediction
(Fig. 1f).

In this case the extent of metabolic variations in the spectra
illustrated in Fig. le are just as large for the invisible sod-1 mutant
as for the visible dpy-10 mutant. dpy-10 mutants are characterized
by higher glycerol levels; such elevation was previously shown to be
involved in the osmotic stress response of C. elegans (17) and is
compliant with similar observations in other model organisms.
These data clearly demonstrate the potential of 'H HRMAS-NMR
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Fig- 1. 'H HRMAS-NMR analysis and supervised multivariate analysis of spectral data to probe metabolism of C. elegans oxidative stress mutants. Worms (a)

were filled into a 4-mm diameter HRMAS-NMR rotor and spun at a frequency of 3.5 kHz (b) to acquire "H NMR spectra at 700 MHz (c). Under rotation at the
so-called magic angle, the various sources of NMR broadening, including the anisotropy of the magnetic susceptibility, dipolar interactions, and chemical shifts,
are averaged to their isotropic contribution to produce spectra with sharp resonances (28). Partial least-squares discriminant analysis (PLS-DA) was applied to
generate a model showing the variability between groups based on genetics (d), in which each point represents the projection of a HRMAS-NMR spectrum onto
the optimal discrimination plan. Metabolic patterns supporting the genetic discrimination are identified (e) for both morphological and nonmorphological
mutations. Each point in the pseudospectra represents the model coefficient associated with this region. Model validations (f) were performed by resampling
the model 999 times under the null hypothesis Hy (i.e., generating null models with a randomly permuted Yo not related to the factors of interest, genetics,
and age, such as in the original Yy). The decrease in model goodness-of-fit statistics R and Q2 as a function of the correlation between Yy and Yy shows that
none of the 999 randomly permuted models outperforms the initial model. R? relates to the explained variance, i.e., the ability to describe data, whereas Q?

summarizes the predictive variance, i.e., the ability to predict correctly new data.

to investigate metabolic changes induced by mutations, regardless
of the extent of the observable morphological phenotypes. If these
morphological and latent phenotypes are validated, this represents
a major step forward for functional genomic studies of C. elegans.

Statistical Support for Latent Metabolic Phenotypes. To address the
reproducibility and robustness of C. elegans latent metabolic phe-
notypes using 'H HRMAS-NMR, we then tested and controlled
several biological and technological factors that could potentially
affect the observed metabotype, namely the effects of strain [N2 vs.
sod-1(tm776)], age (L4 larvae vs. gravid adults), sample preparation
(MAS rotors lightly vs. heavily loaded), and the NMR analysis itself
(two acquisitions for each sample). A variance component model
assesses the relative contribution of each factor to the variance of
each of the 10,000 data points (Fig. 2), showing a baseline techno-
logical variation of ~5-10% in regions with no NMR metabolic
signal and a biological variation up to 85% for age and 70% for the
mutation effect, mainly in the aliphatic region (8[0;4.6]). This 2 full
factorial design (involving 134 spectra from 67 samples) and
variance component analysis clearly show that biological variation
exceeds technological variation by nearly an order of magnitude.
This is also confirmed by low coefficients of variation (SI Fig. 4).

Blaise et al.

We then focused on the two biological factors assessed in this
analysis, i.e., the effect of mutation sod-1(tm776) and the effect of
age (SI Fig. 5). Because oxidative stress is a physiological process,
we need to evaluate potentially confounding physiological varia-
tions, such as age. The orthogonal partial least-square (OPLS) score
plots show a remarkable capacity for discrimination of both the
genetic component (SI Fig. 5a) and the age component (SI Fig. 5b),
and the loadings plots show metabotypes supporting these discrim-
inations. Discriminant metabolites are lower lipid resonances (&
0.90 CH;CH,CH,C = C; 1.16 CH3CH,CH>; 1.30 CH,CH,CH,CO
in fatty acyls; 1.41 CH,CH,CO; 1.59 CH,CH,C = C; 4.09 glyceryl
of lipids CH,OCOR; 5.33 unsaturated lipids = CHCH,CH>) and
higher trimethylamine-N-oxide (TMAO) (8 3.27) in sod-1(tm776)
compared with N2 worms (SI Table 2). This pattern corresponds to
strain discrimination regardless of age (L4 larvae and gravid
adults).

Further validation was realized by using the soft independent
modeling of class analogy (SIMCA) algorithm (18). SIMCA was
run for age and genetic discrimination. In both cases test sets [for
age, L4 larvae vs. gravid adults; for genetic, dpy-10(e128) vs. N2 and
sod-1(tm776)] are projected in the exclusion area, affirming the
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Fig. 2. Characterization of biological and technological factors. The effects of biological factors (i.e., genetics and age) and technological factors (i.e., rotor
filling and instrumental reproducibility) were assessed by an O2PLS (29) variance component model by using a 24 full factorial design as Y matrix and NMR as
X matrix. For each NMR variable, the model computes the proportion of variance (scaled to 1.0) attributed to each one of the four factors (genetics, age, rotor,
and HRMAS) across the entire '"H HRMAS-NMR spectrum; the remaining white area corresponds to the residual of the model with a total of 100%. The maximum
of the variance proportion for each factor is 54%, 82%, 21%, and 8% for genetics, age, rotor filling, and instrumental reproducibility, respectively. Biological
factors show the strongest variance proportions in the aliphatic part of the spectrum (8[0;4.6]), whereas technological parameters such as instrumental
reproducibility show a stronger variance proportion in the magic angle spinning side bands of the residual water signal (5 9.79), for instance. Further scores,

loadings, and internal validation are presented in Sl Fig. 5.

efficiency of the model to discriminate nematode groups. There is
no overlap between the different groups, which confirms that the
oxidative stress and the age-related metabolic patterns are distinct
(SI Fig. 6).

These results confirm that age and genetic factors generate two
different patterns (SI Fig. 5 ¢ and d), allowing NMR-based metabo-
typing to distinguish the subtle metabolic changes induced by
mutation of a key oxidative stress enzyme from that due to age.
They also validate the robustness of the latent metabolic phenotype
associated with sod-1 (homology between the loadings in Fig. 1c and
SI Fig. 5¢).

Metabonomic Mapping of Oxidative Stress Genes Reveals Similar
Metabotypes. To assess whether this strategy generates biologically
relevant metabotypes that might qualify as candidate biomarkers,
we then compared the profiles of strains lacking consecutive
enzymes involved in oxygen dismutation (Fig. 3): sod-1(tm776) and
ctl-1(0k1242). ctl-1 encodes a catalase downstream of superoxide
dismutase in the detoxification pathway of reactive oxygen species
(ROS). PLS-DA shows a discrimination of N2, sod-1(tm776), and
ctl-1(ok1242) (Fig. 3a). sod-1(tm776) and ctl-1(ok1242) mutants are
both metabolically characterized by a reduction of lipids signals (8
0.90 CH;CH,CH,C = C; 1.30 CH,CH,CH,CO; 1.41 CH,CH,CO;
1.59 CH,CH,C = C; 5.33 unsaturated lipids = CHCH,CHy), as
confirmed by 2D NMR (Fig. 3b). In addition, ctl- 1 (ok1242) presents
an accumulation of glucose (8 3.92 CH,-C6; 4.63 B-anomeric Hy;
5.23 a-anomeric Hy), glycerate (8 3.84 CHs), and glycerol (8 3.56
CHy; 3.65 CHy) as presented in SI Table 3.

As a result, these observations show that our metabotyping
approach identifies close but distinct metabolic markers associated
with oxidative stress silent mutations. Our analysis strongly suggests
that oxidative stress caused by silent mutations is a distributed
process across the whole metabolic system, because we identified a
combination of several metabolites (a metabotype) predictive of
oxidative stress.

Discussion

Biological Relevance of Oxidative Stress Metabotypes. Different
hypotheses can be proposed to explain these metabolic patterns
(Fig. 3d): the reduction of lipid signals observed in both sod-
1(tm776) and ctl-1(0k1242) suggests that the lack of ROS

19810 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0707393104

detoxification enzymes in these two strains leads to an elevation
of ROS. This is consistent with the fact that lipids are primary
targets of free radicals (19, 20). In this metabolic pattern
established for both the sod-1(tm776) and ctl-1(ok1242) mutants,
the reduction in lipids shows a new homeostatic equilibrium, in
which increased lipoperoxidation (denoted by CH,CH,CO al-
dehyde resonances at & 1.40 characteristic of some lipoperoxi-
dation products) is balanced by reduced availability of substrate
for free radical reactions. The increased amount of trimethyl-
amine-N-oxide, an osmolyte-stabilizing protein conformation
(21), could derive from the interplay between cellular oxidative
stress and osmotic stress (22). Interestingly, TMAO is a sym-
xenobiotic metabolite (23) (coprocessed by enterobacteria) that
was shown to be involved in insulin resistance in mammals (8).

Thus, in both mutants we observe a similar reduction of lipid
levels, consistent with a pathway-level signature. However, whereas
SOD is the only pathway transforming superoxide radicals to
hydrogen peroxide, in the absence of catalase, pathway redundancy
leaves the GSH peroxidase pathway for the elimination of hydrogen
peroxide (Fig. 3d). Because recycling of GSH is coupled to glucose
metabolism by NADPH/NADP + redox cycles, lack of catalase may
indirectly lead to an increase in glucose and its degradation
products (mainly glycerol and glycerate) (24) used to replenish
NADP+. As for the sod-1(tm776) case above, this rationale is fully
supported by the metabotypes we identify here for ctl-1(ok1242).

Mutations affecting consecutive enzymes in the same pathway
lead to similar (SI Fig. 7 a and c), albeit distinct (SI Fig. 7e),
metabotypes. Thus, not only does NMR analysis of the mutants
distinguish these latent phenotypes from others, it also provides a
clear picture of the subtle metabolic changes induced by silent
mutations, with both pathway-specific and mutation-specific
metabotypes.

Conclusions

Our results show that "H HRMAS-NMR-based metabolic
profiling is a powerful and reliable approach providing both
metabolic fingerprints and metabolic phenotypes (metabo-
types) for both morphological and invisible mutations in
preparations of 1,000 worms, as well as fine mapping of
metabolic consequences of oxidative stress mutations of C.
elegans. A major advantage of the high-field "H HRMAS

Blaise et al.
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Fig. 3.

sod-1(tm776) and ctl-1(ok1242) oxidative stress metabotypes and biological relevance. (a) The PLS-DA scores plot shows a discrimation among the three

strains. (b and ¢) Summaries of O-PLS loadings between sod-1(tm776) and N2, ctl-1(ok1242) and N2, and sod-1(tm776) and ctl-1(ok1242), respectively (c), show
variations in concentration that can be linked to metabolites by the use of 2D HRMAS COSY (and other 2D HRMAS correlation experiments) for assignment (b).
Yellow squares, positive correlation; blue squares, negative correlation (where the first strain mentioned is the negative control and the second strain is the
positive control). (d) Biochemical mechanisms of oxidative stress observed in sod-7(tm776) and ctl-1(ok1242) strains.

methodology introduced here is the preservation of intracel-
lular integrity, which is particularly relevant to the study of the
intricate metabolic regulation linked to oxidative stress at the
systems level.

Our 'H HRMAS-NMR metabotyping approach presented here
is by no means limited to studying oxidative stress and should be
useful in the detailed metabolic characterization of C. elegans and
other model organisms in functional, chemical, and environmental
genomics, providing key molecular phenotypes between the ge-
nome and classical markers of health and disease.

Methods

Nematodes. The C. elegans strains used in this study were wild type
(N2), and mutant genotypes sod-1(tm776), ctl-1(ok1242), and dpy-
10(e128). Worms were raised at 15°C and fed well at all times. They

Blaise et al.

were fixed with 3.7% formaldehyde in M9 saline buffer during 30
min at room temperature, then washed three times with water. A
last wash was performed by using D>O to provide a field-frequency
lock signal for NMR experiments. A population of ~1,000 worms
was then filled into a 4-mm HRMAS rotor with Kel-f inserts
restricting the effective sample volume to a 12-ul sphere. A speed
vacuum engine was used to remove D,O surplus, and NMR
acquisition was then performed on the same day.

H HRMAS-NMR Spectroscopy. All NMR experiments were carried
out on a Bruker Avance spectrometer operating at 700 MHz, using
a standard double resonance ('H-'*C) 4-mm HRMAS probe.
Standard HRMAS 1D nOe spectroscopy experiments (25) (recycle
delay—90°-—90°-t,—90°-acquisition) were carried out on each sam-
ple. Water suppression was achieved by using low-power irradiation
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of the water resonance during the recycle delay of 1.7 s. The mixing
time, tm, was set to 100 ms. The 90° pulse length was adjusted to 5.3
us, and 7 was adjusted to 4 ps. A total of 16,000 data points with
512 scans were acquired by using a spectral width of 8,503 Hz, for
a total acquisition time of ~25 min. The magic angle spinning
frequency was set to 3.5 kHz, and the sample temperature was
regulated at 293 K. 'H chemical shifts were internally referenced to
the alanine CH; doublet at & 1.48. All free induction decays were
multiplied by an exponential function equivalent to a 1-Hz line-
broadening factor before Fourier transformation.

For the purpose of assignment of the observed NMR spectral
resonances to various metabolites, a set of 2D 'H HRMAS corre-
lation experiments was carried out, as previously reported in the
literature (26), including 'H COSY, total correlation spectroscopy
(TOCSY), and J-resolved experiments. Heteronuclear single quan-
tum spectroscopy was used to reveal direct proton carbon connec-
tivities. TOCSY was run by using the DIPSI2 spin-lock scheme for
'H-'H transfers with a 90° pulse of 80 us and a mixing time of 0.1 s.
For COSY, 2,048 t, data points with 128 scans per increment and
300 ¢, data points were acquired. For TOCSY, 2,048 t, data points
with 128 scans per increment and 470 ¢, data points were acquired.
The spectral width in both dimensions was 7,500 Hz for both COSY
and TOCSY experiments. For the J-resolved experiment, 4,096 ¢,
data points with 128 #; data points were acquired. Spectral widths
were set to 7,500 Hz in F2 and 40 Hz in F1. Finally, HSQC was run
with 2,048 ¢, data points with 432 scans for each of the 256 ¢; data
points. Spectral widths were set to 7,500 Hz in F2 and 35,200 Hz in
F1. Total acquisition time was ~36 h for COSY, 13 h for TOCSY,
24 h for the J-resolved experiment, and 67 h for HSQC. Assignment
was established from a Carr—Purcell-Meiboom-Gill (27) spin-echo
spectrum. The acquisition time was 8 min (256 scans). The spin—
spin relaxation delay (7—m—1) was set to 810 us, and 200 loops were
performed before acquisition.

Data Import and Pattern Recognition. 'H HRMAS-NMR spectra
were phased by using the Topspin 1.3 interface. They were reduced
over the chemical shift range of —0.49 to 9.59 ppm with exclusion
areas around residual water signal (4.61-4.99 ppm) and its magic
angle spinning side band (—0.40 to —0.19 ppm), except for statis-
tical support analysis, using AMIX (Bruker) to 10,000 10~3-ppm
wide regions (buckets), and the signal intensity in each region was
integrated. Spectra were scaled to total intensity, and integration
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was performed with the sum-of-intensities mode. The correspond-
ing buckets table was then exported to the software Simca-P 11
(Umetrics) for statistical analysis.

Multivariate Statistics. Principal component analyses (PCA) were
run to check the homogeneity of each subpopulation and eventually
exclude outliers. Data were then visualized by scores and loadings
plots. In scores plots, each point represents a NMR spectrum and
thus a sample. Loadings points stand for NMR spectral regions and
show intensity variations sustaining the distinction between sub-
populations.

OPLS analysis and PLS-DA were run to discriminate two
respectively three populations of nematodes by adding a supple-
mentary data matrix Y, containing information about genetic, age,
or technological factors. These methods allow a clearer distinction
between populations by canceling orthogonal information to the Y
matrix, which are of no use for this particular discrimination. As for
PCA, results were visualized by scores and loadings plots. Model
validations were performed by resampling the model 999 times
under the null hypothesis, meaning generating models with a
randomly permuted Y matrix not related to the factors of interest.
The decrease in model goodness-of-fit statistics R> and Q? as a
function of the correlation between the permuted and the original
Y matrix indicates the quality of the model.

The SIMCA algorithm was used to probe the prediction capacity
of the established models. The data set was divided in three. Two
of them are used as training sets to create a map. PCA of each group
was run to establish the limit of membership to each class. These
results are then organized on a 2D plan defining four areas. Upper
left and lower right are the area of membership to one of the
training set populations. Lower left is the region of membership to
the two populations. Finally, upper right may be understood as an
exclusion area, where no membership to the training set popula-
tions may be found. The last part of the data set is then used as a
test set. Every point (representing a spectrum) is projected on this
plan, and its membership to one of the training set populations is
validated by the position of this projection with respect to the
models’ limits.
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Table 1. Assignment of resonances in the 700 MHz 'H HRMAS-NMR spectrum of C.
elegans based on the literature (1)

Matabolite Moialios (Rey] Chemical shift [multiplicity }

Cholestaral Ci8 (1) and {2) 0.59 {m}, 0.67 {m)
Fally acids CH{CH)H(3), CHLCHCHC=C(4), 0.88{m}, 0.91{m)
CH4CH2(3), CHyCHCH{16}, 0.93{m}, 1.17{m)

CH:CH:CH.CO{17), 1.29(m),

CH:CH:CH.CO{159), 1.34{m}
CH:CH,CO(Z0}, CH.CH,C=0C{24) 1.41{m}, 1.60{m]

Isalausineg BOHHE), POH:(12), PCH{21}, alHIB3) 0840, 1.01(d), 1.99(m),3.71(d}

Leusine SCHLT), &'CHA{B), 2.85(d), 0.9&(d],

ci-hydrooy-Mevalerale

Valine

Lactaie

Penicillamine

Alaning

Saccharopine

ce-kiato-f-mathyl-AN-

valerate

Arginine

Lysine

Proline

M-acalyl-glutamales

Isovalerale

RCH-yCH(2B), cCH(B4)
CH3(9)
CHy( 10), CHy(14), BCH{39), aCH(73)
CHa{18)
CHa{21)
CHa(22), aCHIBT)
H& and HRii(23), CH.CO0H{3T)

CH{25], CH. (27}

vCHa(26), PCH:(30), eCH(BE)

BCH2(28), eCH;(5T), aCH(B5)

BCH,(32), BCH(T2), aCH(98)

CH1{33)

CHz{34)

1.73{m}, 3.74{m)
0.87(m)
0.99(d), 1.05(d), 2.26(m), 3.62(d)
1.33{m)
1.46(s)
1.48(d), 3.79{q)
1.53{m}, 2.18{m)

1.64{m}, 1.70{rm)

1.68{m}, 1.92{m}, 3.78{m)

1.84(m), 3.03(1}, 3.77{m)

2.03{m}, 3.38(m), 4.13(m}

2 05(s)

2.06(d)
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Glutamabe/'Glulaming

Methianine

Homooysleing

Glutamabe

Pyroglutamate

Glutamine

Succinale

[-alarine

Aszpartate

N-acelyl-L-aspartate

c-keiobulyraie

Dimethylamine

Sarcosing

Asparagine

Melatonin

Tyrasineg

Omithine

Indole-3-lactale

Cysieing

Phenylalanine

Hisliding

Homocamosine

BCH,(35)

S-CH3{36), S-CH(4T}), aCH(8a)

BCH,(38)

yCH40)

CH; (41}, CH2(45)

4CHz(42)

CHz{43)

CHyCOOH(46), NCH,{G6)

BCH,(4B) and (53)

CH,{45)

CHz{50)

CHy{51)

CHa{52)

BCH.(54) and (56)

CHzCHzNH{55)

[FZH(58), BCH. (BT}
arcmatc{111}
HCHz(58)

CH,{B0)

CHz{B1)

FCHLB2), PCH2(TO), aromalic{115}

FCH:(B3), aCH{93)

aCH:{55)
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2.08{m}

2.14{m}, 2.64{m}, 2.85{m}

2.22{m}

2.35({m}

2.41{m), 2.48{m)

2 46(d)

2 46(s)

2.55({m}, 3.18{m)

2.68{d), 2.82(dd)

2.70{d)

2.73{m}

2 74(s)

2 76(s)

2 B7(d), 2.97(d)

2 54(m)}

3.05(d), 3.20(d),
5.9 (mjand 7.19{m]
3.08{m}

3.10{m}

3.11{m}

3.13{rm}, 3.28(m}, 7.42{m}

3.14{m), 3.97(dd)

3.16{m}

168



f-glucose

Trimathylaminea-A-

oxyde (TMAD)

S-rmethoaylripltaming

ce-QluGose

Glycerol

Thresanine

Choling in lipids

Glycerale

Sarine

Glyceryl of lipids

Inosine

Unknown

Unknown

Dihydroxyacelons

Folale

f-galactose

Unsaluraled ipids

Uraci

Indole

Phenylacelate

f-phenylpyruvale

Ansaring

Adenine

Farmalta

Picolinate

H4(B8), H4(T3), H{75),
CH,-CB(31], H,[105)

CH,(69)

CHzNH{T0)

Hal(74), H,(76), CH-CE{BZ), H.{107)

CHHTT), CHa{80), C2-H(80)

caCH(78), pCHI28)

NCH:(B1)

CH,(88)

BCH:(92), POHa(34),

CHAOCOR{BS), CHOCOR{106)

H.'(87), Hy(102), H;'(110), He{118),
Ha(120)

{99}

(100}

CHA101)

CHA103)

H(104)

=CHCH,CH,{108)

Hs(109)

Hg{112), HA116)

Hz, Hs and H:{113)

Ha(114)

Ha{117}

Ha{118}

CH{121)

Hef 122}
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3.25(m), 3.41(1). 3.48(1),
3.92(dd), 4 .64(d)

3.27(s)

3.33{m}

3.42(1), 3.52{dd), 3.70(cd), 5.23(d)

3.56(dd), 3.65{dd), 3.87(m)

3.60(d), 4.26(m)

3BT(m)}

3.84(d)

3.96(dd), 4.00(dd)

4.08{m}, 5.20{m)

4.23(m), 4.44{m), 5.10(d), B.23{s),
B.35(s)

4.34{m)

4.38{m}

4.42(s)

4 53(s)

4 57(d)

5.33{m}

5.80(d)

7.22(1), 7.53(d)

7.33(1)

7.38(1)

7.97(s)

8.19(s)

8.46{s)

8.52(s)

1. Nicholson JK, Foxall FID, Spraul 3, Farrant RD, Lindon JC (1995 dnal Chem

67 793-811.
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Fig. 4. Calculation of coefficients of variation. To assess intrinsic reproducibility, 15 spectra were

acquired from different N2 samples. From the left to the right and from top to bottom, mean spectra (a-c),

standard deviation spectra (d-f), coefficients of variation (g-i), and their distribution (j-1) are given for the

whole spectrum d[-0.5; 10] (a, d, g, and j), the aliphatic region d[0.5; 4] (b, e, h, and k), and the aromatic

region d[6; 9] (c, f, i, and 1). The coefficients of variation show a mode around 15%, which validates the

robustness and reproducibility of the overall protocol to collect 'H HRMAS-NMR spectra of different

control preparations.

170



Identification des voies d'action

@  "NZ(L4Jarvae & gravid adults) 5 » Gravid adults (N2 & sod-1(tm776))
* sod-1(tm?76) (L4 larvae & grawvd adults) » L4 larvae (N2 & sod-1(tm775))
| Genetic 0.06 . Ape
0.02 o . Hoct R offoc:
0.04 — T
0.01 -:‘ . . / u: \
( . : 0.02 ‘" o
g oH— .fS ol 2o i§ : \
20.01 1 T Telees ‘
: 002 \ 0: ints /
o N :
0.02 0.0 “.:_“——--’_/
-0.04 003 -002 001 0 001 002 003
c d Tpred
0.31 A Gerwad aduts
0.2
& 5 goi| g
g-0.02| 2 ‘ g 2
g 9 B Pl »
& Q 2 0
2003 5 z =
o 3 O L1 2
-0.04 072
005 0
\ 7 Y L4 1arvae
8 8 7 .G 5 4 3 2 v 0 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
'H Chamical Shift (ppm) "H Chemical Shf (ppm)
*R? - R2
& - Q2 f Q2
1 -
.
o 04 3 o
S 02 T go.a
s O o LLELES
o™ ™~
LR AT @ OFpr i
S it o [T
- v Qa4 (1111
-0.8 ea b
0 02 04 06 08 1 0 0.2 0.4 06 08 1

Corredation coeflicient between original anc
permutied L4 larvae and gravid adulls C. elegans woems

Correlation coefficient between orignal and
permutted N2 anc s0d-1{tm?7€) C. elegans worms

Fig. 5. Statistical support for the discrimination between sodI(tm776) and N2. Further
study of the biological factors (genetics and age) is given with the scores (a and b), loadings
(c and d), and model validation plots (e and f) related to genetics (a, ¢, and e) and age (b, d,
and f). Spectral assignment was achieved based on literature values (1) and 2D homo- and
heteronuclear HRMAS-NMR spectroscopy. Model validation for the biological factors
(genetics in e and age in f) was performed by resampling the model 999 times under the null

hypothesis H,.

1. Nicholson JK, Foxall PJD, Spraul M, Farrant RD, Lindon JC (1995) Anal Chem 67:793-
811.
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Table 2. Significant metabolic variations observed in sod-1(tm776) vs. N2 C.

elegans nematodes in S| Fig. 5¢

Metabolite (key)
Lipids CH:CH;CH:C=C (4)
Lipids CH:CH:CH; (16)
Lipids CH,CH:CH:CO (17)
Lipids CH,CH,CO (20)
Lipids CH,CH,C=C (24)
Proline (32)
Valine (39)
TMAO (69)
Glycery! of lipids (95)
Glycerolphesphoryl choline (99)
a-glucose (107)

Unsaturated lipids (108)

Chemical shift d, ppm
0.90
1.16
1.30
1.41
1.59
2.03
2.26
3.27
409
4.30
5.23
5.33

Changes of direction

¥

€ € € €D e € € e €€

The arrows indicate the direction changes (4 increase; Vv decrease) in the

concentration among sod-1(tm776) relative to N2. The numbers in parentheses

correspond to the metabolite resonance ID on the 700MHz spectra in Fig. 1. Assignment

is based on the literature(1).

1. Nicholson JK, Foxall PID, Spraul M, Farrant RD, Lindon JC (1995) Anal Chem

67:793-811.

« NZ gravd aduts
* scd-1tm 7 76) gravid aduls
» N2 & 500 1(dm/776) L4 larvae (fost set)
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.

4 o - 10
NZ gravid aduts

76 :‘I
b

500 4(4m7

(54

« N2
& 300-1m77E)
» dpy- 1Yo 128) (lost set)

o
»

Fig. 6. Cooman's plots for age (a) and genetic effects (b). Principal component analysis
(PCA) on the training set creates reference models that are displaced in the upper left and
lower right of the plot. The test set is then projected on this plot, and the membership of each
spectrum of the test set is then evaluated with respect to the PCA models' limits. In both
cases, training sets that do not belong to the classes used in PCA to create the map are
projected in the exclusion area (upper right). These SIMCA plots show the capacity of the
developed protocol to identify a sample, on age (a) or genetic (b) specificity, by its
comparison with previously recorded data points.
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Fig. 7. Statistical support for oxidative stress pathway dissection. OPLS loadings between
sod-1(tm776) and N2, ctl-1(0ok1242) and N2, and sod1(tm776) and ctl-1(ok1242), respectively
(a, ¢, and e), show variations in concentration that can be linked to metabolites. Internal
validations of the above models are displayed showing a substantial decrease of performances

(R* and Q%) as genetic data are permuted (b, d, and f).
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Table 3. Significant metabolic variations observed in ctl-1(ok1242) vs. N2 C.
elegans nematodes in Sl Fig.7c

Metabolite (key) Chemical shift 5, ppm  Changes of direction
Lipids CH;CH:CH:C=C (4) 0.90 ¥
Lipids CHsCH:CH: (17) 1.29 ¥
Lipids CHCH:CC (20) 1.41 ¥
Alanine (22) 1.48 ™
Lipids CH,CH,C=C (24) 1.59 ¥
Proline (32) 203 ¥
Valine (39) 226 ¥
TMAO (69) 3.24 ~
Glycerol (77) 356 o
Glycerol (80) 365 ‘)
Arginine (86) 3.78 ()
Glycerate (88) 3.84 N
p-glucose (91} 392 »
p-glucese (105) 463 ~
a-glucose (107) 5.23 i
Unsaturated lipids (108) 5.33 ¥

The arrows indicate the direction changes (M increase; ¥ decrease) in the
concentration among ctl-1(ok1242) relative to N2. The numbers in parenthses
correspond to the metabolite resonance on the 700MHz spectra in Fig. 1. Assignment is

based on the literature(1).

1. Nicholson JK, Foxall PJD, Spraul M, Farrant RD, Lindon JC (1995) Ana! Chem
67:793-811.

174



Downloaded by INIST CNRS on August 27, 2009 | http://pubs.acs.org
Publication Date (Web): March 6, 2009 | doi: 10.1021/pr900012d

Journal of

research articles p rOteO m e

sresearch

Metabolic Profiling Strategy of Caenorhabditis elegans by
Whole-Organism Nuclear Magnetic Resonance

Benjamin J. Blaise,”* Jean Giacomotto,””® Mohamed N. Triba,"*$ Pierre Toulhoat,""
Martial Piotto,~* Lyndon Emsley,* Laurent Ségalat,’ Marc-Emmanuel Dumas,* and
Bénédicte Elena**

Université de Lyon, CNRS/ENS Lyon/UCB-Lyonl, Centre de RMN a Tres Hauts Champs, 5 rue de la Doua,
69100 Villeurbanne, France, Université de Lyon, CNRS/UCB-Lyonl, CGMC (UMR 5534), Bdtiment Mendel, 43
boulevard du 11 Novembre, 69622 Villeurbanne Cedex, France, INERIS, Parc Technologique Alata, BP2, 60550

Verneuil en Halatte, France, Institut de Chimie, 4 rue Blaise Pascal, Université Louis Pasteur, 67084
Strasbourg, France, and Bruker Biospin, 34 rue de l'industrie, 67166 Wissembourg, France

Received January 7, 2009

In this study, we present a methodology for metabotyping of C. elegans using 'H high resolution magic
angle spinning (HRMAS) whole-organism nuclear magnetic resonance (NMR). We demonstrate and
characterize the robustness of our metabolic phenotyping method, discriminating wild-type N2 from
mutant sod-1(tm776) animals, with the latter being an otherwise silent mutation, and we identify and
quantify several confounding effects to establish guidelines to ensure optimal quality of the raw data
across time and space. We monitor the sample stability under experimental conditions and examine
variations arising from effects that can potentially confuse the biological interpretation or prevent the
automation of the protocol, including sample culture (breeding of the worms by two biologists), sample
preparation (freezing), NMR acquisition (acquisition by different spectroscopists, acquisition in different
facilities), and the effect of the age of the animals. When working with intact model organisms, some
of these exogenous effects are shown to be significant and therefore require control through
experimental design and sample randomization.

Keywords: metabotyping ¢ '"H HRMAS NMR e Caenorhabditis elegans e standardization ¢ metabonomics e
metabolomics

Introduction to be a good platform, for example, in understanding physi-

logical ts of lif d aging, tic di , d
Metabonomics/metabolomics is an emerging field of post- O0gical aspects of fiespan anc aging genelic ciseases, drug

s e 12-16

genomic sciences, which focuses on identifying and quantifying toxicity, and pharmacology studies.

low molecular weight compounds (metabolites) to obtain mN2 @ sod-1

information at a molecular level and to understand the x10°

response of a living organism to pathophysiological stimuli.! 4 Abiologist

This can be achieved by simultaneous quantification of me- .

tabolites using spectroscopic methods such as nuclear mag- 2

netic resonance (NMR) or mass spectrometry (MS).>® It has % . .'-I' S g ®e

been applied to a variety of biological samples to characterize & o '==_ _.;.? - :. :.' 20 o

features such as genetics, toxicology, metabolic regulation, and _-,-"‘_ = M . T ORI

infectious disease.*™® . . - ®, s oo
We have recently shown that a whole-organism NMR-based —24 '-: ."1.. « "z genetics o ;..?. oo

metabonomics strategy can be used to assign distinct metabo- _.; . . “ L * o ‘. @ :'

types to different genetically modified strains of the model x 103 - .

organism C. elegans'® but could be extendable to other small 4

model organisms.'! This provides the rationale for a large-scale Tpred1” age

functional genomics screening of this animal, or targeted -4 S B YU s

metabolic studies in areas where C. elegans has been shown 2 Topredz -2 -4 x10°
* To whom correspondence should be addressed. E-mail: benedicte.elena@ Figure 1. O2-PLS discrimination model on genetics, age, and

ens-lyon.fr. biologist. 02-PLS score plot discriminating 228 C. elegans (129
IThese authors contributed equally to this work. N2 and 99 sod-1(tm776)) spectra. Major discriminating effects
§8§§2§5§%?’OHTCB_WOM' are represented by age (Q? = 0.73), genetics (Q> = 0.61), and
I INERIS. mLyons. biologist breeding effect (Q? = 0.41) axis. Other studied effects,
L Université Louis Pasteur. sorted by decreasing significance, are: NMR facilities (Q? = 0.20),
# Bruker Biospin. freezing (Q% = 0.19), and NMR spectroscopists (Q? = —0.44).

2542 Journal of Proteome Research 2009, 8, 2542—-2550 10.1021/pr900012d CCC: $40.75  © 2009 American Chemical Society

Published on Web 03/06/2009



Downloaded by INIST CNRS on August 27, 2009 | http://pubs.acs.org
Publication Date (Web): March 6, 2009 | doi: 10.1021/pr900012d

Metabolic Profiling Strategy of Caenorhabditis elegans

research articles

A
Oisoleucine
1.04ppm
e unsaturated
lipids 5.32ppm
. *f-glucose ncholesterol
= inosine  uracil C18 0.59ppm
tora.0eamn ST gy S
to+2,193min WL
to+1,244min | ML
to+240min e
to
8 7 6 5 4 3 2 1 0
1H Chemical Shift (ppm)
B x10%
[e]
2
Q
e .
g 9 Lh Lo J.Ll 1 v Ad
] TV YU v
> °
o
o
-2
= inosine * B-glucose
v uracil O isoleucine
-4 1, unsaturated o cholesterol
lipids Cc18
8 7 6 5 4 3 2 1 0
H Chemical Shift (ppm)
C D E
g — ————— x10° —
220p. — 6 .~ -
S - el - P
= 5 -
= =10 £ -
= © 2;#? — o= - 3
% R == P = P= = = § it:?,ii‘:
0 1,00 3,000 >0 1,000 3,000 0 1,000 3,000
time (min) £ time (min) time (min)

Figure 2. Sample degradation. (a) 1D NOESY experiments of C. elegans nematodes acquired at different time intervals, 293 K, and 3.5
kHz MAS frequency. (b) O-PLS regression was done with respect to time showing that almost all signals are affected by the spinning.
The evolution of six resolved signals belonging to different classes of metabolites (inosine, B; uracil, empty star; unsaturated lipids, ®;
B-glucose, filled star; isoleucine, O; and cholesterol, O) was monitored by measuring (c) peaks integral, (d) line-width at half-height, (e)

and maximal intensity.

Whole-organism spectral data used in this type of analysis
encapsulates the metabolic information available in a single
data set. To interpret this high information density, the use of
multivariate statistical analyses (the most popular being PCA,
PLS-DA, O-PLS)'”'® is a necessity to compress the latent
information and extract a metabolic signature relevant to a
particular question. Our ability to recover latent information
is dependent on various exogenous technological factors that
can influence the analyses and lead to an overestimation of
discriminative capacities.!® However, for such an approach to
become transferable and widespread, long-term, multiuser,
multicenter studies require the identification of confounding
effects that could interfere with the measurements of biological
effects of interest.

This work notably is in line with recent initiatives (Metabo-
lomic Standard Initiative, Standard Metabolic Reporting Struc-
ture)?°~*?that have established good laboratory practices for MS
and solution NMR-based metabonomics?°2* and is of current
particular relevance as C. elegans genetics has recently been the
subject of several metabonomic/metabolomic studies.'**>2¢

Experimental Section

Nematode Strains. C. elegans strains used in this study are
wild type (N2) and FX776 (sod-1(tm776)). They were obtained
from the Caenorhabditis Genetics Center. These strains were
maintained at 23 °C on NGM agar medium with OP50 bacterial
lawns as food source, to keep worms well fed at all time.

C. elegans Preparation and Conservation. At the appropri-
ate stage, nematodes were fixed with formaldehyde (3.7% final)
in M9 saline buffer during 45 min at room temperature under
agitation and then washed four times with ultrapure water. A
last wash was performed using D,O to provide a field-frequency
lock signal for NMR experiments. A population of approxi-
mately 1000 worms was then filled into a 4 mm HRMAS rotor
with Kel-f inserts restricting the effective sample volume to a
12 uL sphere. A speed vacuum engine was used to remove D,0
surplus. NMR acquisition was performed on the day of sample
preparation except for the freezing study. In this last case,
worms were prepared between one and two weeks before NMR
experiments. After preparation, they were smoothly frozen at
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—80 °C for storage and then were thawed at room temperature
before transfer into the rotor on the day of NMR acquisition.

'H HRMAS-NMR Spectroscopy. All NMR experiments were
carried out on Bruker Avance spectrometers operating at 700
MHz, using a standard double resonance (H—'*C) 4 mm
HRMAS probe. Standard HRMAS one-dimensional nOe spec-
troscopy experiments®’ (recycle delay—90°——90°—f,—90°—
acquisition) were carried out on each sample for statistical
analysis. Water suppression was achieved using low power
irradiation of the water resonance during the recycle delay of
1.7 s. The mixing time £, was set to 100 ms. The 90° pulse
length was adjusted to 5.3 us, and ¢ to 4 us. Sixteen thousand
data points with 512 scans were acquired using a spectral width
of 8503 Hz, for a total acquisition time of approximately 25
min. The magic angle spinning frequency was set to 3.5 kHz,
and the sample temperature was regulated at 293 K. All free
induction decays were multiplied by an exponential function
equivalent to a 0.3 Hz line-broadening factor before Fourier
transformation for a size of real spectrum of 32k data points.

Structural assignment of the metabolic signals observed in
the spectra can be achieved by 2D correlation experiments,
such as TOCSY, as illustrated in Figure 3a, yielding to correla-
tions within a metabolite (spin systems), or by the measure-
ment of the statistical correlations between NMR variables
yielding to correlations between both spin systems and meta-
bolic systems, corresponding to different resonances of the
same compound or metabolites present in the same physi-
ological pathway, in a STOCSY spectrum,”®?° as shown in
Figure 3b. The STOCSY can be interpreted as a pseudo 2D NMR
spectrum representing the correlation matrix of a data matrix
of 1D NMR spectra. The assignment is thus based on the
chemical shifts reported for metabolites in the literature.>°

Data Import and Pattern Recognition. 'H HRMAS-NMR
spectra were processed using the Topspin 1.3 interface (Bruker
GmbH, Rheinstetten, Germany). They were reduced over the
chemical shift range of —0.1 to 9 ppm with exclusion areas
around residual water signal (4.6 to 5.10 ppm) using the AMIX
software (Bruker GmbH) to 10 000 10~ ppm wide regions
(buckets), and the signal intensity in each region was integrated.
Spectra were scaled to total intensity, and integration was
performed with the sum of intensities mode. The corresponding
buckets table was then exported to the software Simca-P 11
(Umetrics, Umed, Sweden) for statistical analysis.

Multivariate Statistics. Principal component analyses
(PCA)'” were carried out to check the homogeneity of each
subpopulation and eventually exclude outliers. Data were then
visualized by score and loading plots. In score plots, each point
represents a NMR spectrum and thus a sample. Loadings points
stand for NMR spectral regions and show intensity variations
sustaining the distinction between subpopulations.

Orthogonal partial least-squares (OPLS)'® analysis and bi-
directional O2-PLS3! were run to discriminate populations of
nematodes by adding a supplementary data matrix Y, contain-
ing information about genetic, age or technological factors.
These methods allow a clearer distinction between populations
by canceling orthogonal information to the Y matrix, that are
of no use for this particular discrimination. As for PCA, the
results were visualized by score and loading plots. Model
validations were performed by resampling the model 999 times
under the null hypothesis, meaning generating models with a
randomly permuted Y matrix not related to the factors of
interest. The decrease in model goodness-of-fit statistics R* and
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Figure 3. Structural assignment. (a) 2D 'H TOCSY spectrum of
sod-1(tm776) C. elegans mutants acquired at 700 MHz, and
assigned according to the literature.3® 2048 t, data points with
256 scans per increment and 128 t; data points were acquired.
The spectral width in both dimensions was 12 ppm, for a total
acquisition time of about 16 h. 2D NMR data is processed with a
squared sine apodization of the signal corresponding to a line
broadening of 2 Hz in F, and 1 Hz in F;. (b) STOCSY pseudo 2D
spectrum constructed with a correlation cutoff of 0.92 from a data
set of 147 1D NOESY spectra from N2 and sod-1(tm776) mutants.
The intensity of the correlation of the NMR variables is reinforced
by a color code from yellow to dark. Some correlation systems
are identified: (1) lipids, (2) lysine, (3) glutamine/glutamate, (4)
asparagine, (5) tyrosine/phenylalanine, (6) glucose, (7) serine/
histidine.

Q? as a function of the correlation between the permuted and
the original Y matrix indicates the quality of the model.

Results and Discussion

The present analysis focuses on identifying the different key
steps that are necessary to extend the metabolic profiling
(metabotyping) of selected mutations to a broader strategy for
functional genomics of C. elegans, targeting the study of a large
collection of mutants. To this end, the goal is to ensure that
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Figure 4. Sample preparation: effect of freezing. (a) Effect of genetics and sample freezing are presented on a component variance
model. (b) Loading plot quantifies the effect of sample freezing for a mixture of fixed N2 and sod-1(tm776) C. elegans samples. (c)
Metabotypes discriminating sod-1(tm776) from N2 with frozen—thawed (brown) or non frozen (blue) nematodes are reasonably similar
with (d) area of important or (e) small variations. (f) Model describing the effect of freezing was validated by resampling under the null

hypothesis.

the variability in the NMR data linked to genetic differences is
larger than any variability connected with any other possible
confounding effects leading to intersample or interindividual
variability. In the current approach, interindividual effects are
essentially removed by using NMR samples for analysis con-
sisting of several hundred individuals.

Figure 1 demonstrates that, indeed, using the standardized
method developed here, the discrimination induced by genetic
factors is not confounded by any dispersion induced by
potentially disrupting factors. Two-hundred twenty-eight 'H
HRMAS NMR spectra of C. elegans from wild-type N2 and sod-
1(tm776) mutants are represented in an orthogonal bidirec-
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Figure 5. Operator effects. (a) O-PLS analysis score plot con-
structed from analysis of 2 sets of 8 wild-type (N2) C. elegans
samples prepared by two different biologists with R = 0.807 and
a @® = 0.566. (b) Model resampling was performed under the
null hypothesis showing a clear decrease of R?> and Q? in random
models. (c) O-PLS score plots for equivalent analysis in the case
of two different NMR spectroscopists performing acquisition after
shimming with two matrices of NMR shims using a rotor filled
with 10% chloroform in acetone-D6. The shim quality target was
set to a 'H line-width of 7.5 Hz at the '3C-satellites height.
Resolution of 6.48 and 7.30 Hz was obtained respectively by the
two spectroscopists. The poor quality (R> = 0.195) and prediction
(@? = —1.32) factors for this model confirm the impossibility of
rejecting the null hypothesis, that is, the inability to distinguish
the two NMR users.

tional partial least-squares regression (02-PLS)*! score plot. In
the following, we explore the dispersion related to several
different factors such as age and biological breeding (repre-
sented by arrows together with genetics in Figure 1). Notably,
we show that many factors such as batch, sample preparation,
NMR settings, HRMAS analysis, or NMR facilities do not have
a predictive value in the model. We conclude that despite the
variability induced by exogenous technological factors (some
of them being here amplified on purpose as concerns intrinsic
effects such as age), functional genomics of C. elegans by 'H
HRMAS NMR-based metabotyping is robust enough to monitor
or cancel out these effects in large-scale studies as long as
standards, which we establish in this robust metabotyping
method, are respected.

Monitoring Sample Stability. 'H HRMAS NMR allows the
acquisition of resolved spectra from a semisolid sample®? such
as an ensemble of nematodes. This NMR technique involves
rotating the sample at relatively high spinning frequencies of
a few kilohertz.

The sample, under magic angle spinning (MAS), may be
subject to physical degradation over time leading to bias in
the analysis. We acquired 1D spectra of a pellet of fixed sod-
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1(tm776) mutants, filled into a rotor (NMR sample container),
at different time intervals to monitor the evolution of the
sample under rotation (Figure 2a). We have already shown that
an experiment carried out at 293 K over 25 min does not
noticeably alter the spectrum, as it is not possible to distinguish
by O-PLS two NMR spectra acquired on the same sample.'®
However, large changes are detected after 240 min of sample
spinning at 3500 Hz. A regression of the spectral data with
respect to time (Figure 2b) results in a variation of almost all
NMR signals; moreover, lipids seem to be highly affected. We
plotted peak integrals, intensity, and line-width at half-height
for six resolved compounds belonging to different metabolite
classes (cholesterol, isoleucine, -glucose, unsaturated lipids,
uracil, and inosine) as a function of time in Figure 2c, d, and
e. NMR signals were assigned using 'H TOCSY and STOCSY
spectra (Figure 3a and b). An overall increase (with the
exception of lipids in the integral) was observed. The absence
of significant change in the line-width indicates a higher
concentration of metabolites in the unrestricted liquid phase.
This probably results from the destruction of the cellular
environment under the effect of MAS and temperature.

In summary, C. elegans spectra for a quantitative metabolism
analysis should be recorded within one hour of inserting the
sample in the NMR instrument, in order to be relevantly used
in further statistical analysis. Note that 2D spectra for assign-
ment and identification, where the absolute concentration is
not so critical, can be recorded over longer time (16 h for 'TH—'H
TOCSY shown in Figure 3a and 40 h for 'H-3C HSQC).

Sample Preparation. C. elegans metabolic phenotypes reflect
the interaction of the genome and the environment.*® There-
fore we investigated the impact of freezing C. elegans samples
at —80 °C, as compared to worms pellets prepared on the day
of the NMR experiments, in order to decouple the breeding
stage from the NMR analysis, thereby improving considerably
the flexibility of the protocol.

We compared the metabolic signature between N2 and sod-
1(tm776) postfixation in two different experimental settings:
NMR analysis of non frozen (Protocol A) and frozen nematodes
(Protocol B). Half of the C. elegans samples were placed in a
freezer at —80 °C, directly after breeding and fixation, and
frozen within one hour. They were left approximately two hours
at —80 °C then thawed at room temperature over ten minutes
before NMR analysis. NMR acquisition was performed directly
after fixation for the other half of the samples. The results of a
variance component model presented in Figure 4a show that
overall genetics has a slightly greater effect on the spectra than
freezing. More importantly, an O-PLS model (Figure 4b and f)
shows explicitly the effect of freezing on the complete spec-
trum. Sample freezing has a strong effect on the spectra,
showing an increase in concentration of water-soluble me-
tabolites and a decrease in lipids and fatty acids, which has
previously been observed by Middleton and co-workers who
characterized the effect of sample freezing in HRMAS NMR
spectra of biological tissues.>* We also observed an additional
variation of the chemical shift in the 0.9—1.1 ppm area (Figure
4d). Thus, sample freezing seems to be responsible for a
concerted chemical shift variation affecting the amino acid
methyl resonances (Figure 4d) and an increase of the intensity
of the loadings, as shown in the 3—4 ppm region (Figure 4e).
Although the metabotypes associated to the discrimination
between N2 and sod-1(tm776) are not fully identical (Figure
4c), we found a correlation of 0.67 between the two loading
plots and the signals in the loadings remain generally the same
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Figure 6. NMR center effect. The same experimental design was used to compare N2 and sod-7 nematodes in different facilities. The
(a) O-PLS model loadings, (b) score plots, and (c) quality factors discriminate the set of N2 and sod-7 spectra on the basis of the NMR
facilities (CRMN or Bruker), with a loading plot showing a baseline variation. Model quality coefficients are R? = 0.926 and Q* = 0.874.
(d—f) O-PLS model discriminating these spectra on the basis the genetic strain. Model quality coefficients are R? = 0.876 and Q* =
0.748. The correlation coefficient between the sod-7 vs N2 metabolic phenotype shown in (d) and the one established at a single
facility (Supplementary Figure 2e, Supporting Information) is 0.93.

(except for the changes in the methyl region discussed above),
indicating that the change of the experimental protocol does
not affect the results of the biological metabolic analysis. We
consider two metabotypes to be reasonably similar when the
same peaks are identified with a significant covariance (i.e., >
0.02) on both loadings. The complete analysis on the effect of
freezing is detailed in Supplementary Figure 1, Supporting
Information. Freezing is hence validated as part of an experi-
mental protocol that allows the separation of the two main
experimental steps of the method, that is, worm breeding and
NMR acquisition, which is a practical necessity for large-scale
metabonomics studies for functional genomics of C. elegans.

Operator-Related Effects. Another type of confounding
factor arises from the use of one protocol (even though
standardized) for nematode breeding, sample preparation or

NMR acquisition, by different operators sharing their results.
We studied nematode paired-breeding and NMR paired-
acquisition to assess and quantify these operator-related effects.

Worm breeding variation was thus investigated by the
comparison of N2 nematodes bred by two different investiga-
tors that filled a total of 16 (8 per investigator) HRMAS rotors.
O-PLS analysis reveals a discrimination of the samples based
on culture variation (Figure 5a). Metabolic differences between
the two cultures affect a large range in the spectrum (data not
shown). Validation of the statistical model was performed by
resampling the model under the null hypothesis (Figure 5b),
showing no random models outperforming the initial one in
terms of explanation (R? = 0.807) or prediction (Q* = 0.566).
Several factors could be at work here. Since the biologist carries
out several steps to breed and prepare the sample, the
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experiment can be affected by the time needed to wash the
Petri dishes (10 dishes per rotor) and to transfer worms to the
tube where they will be fixed (technological effect). Depending
on the experimentalist, though following the same standard
protocol, this step can be more or less time-consuming,
exposing worms to variable levels of stress. This points out that
biological preparation is a significant confounding factor that
must be taken with great care to allow the extraction of useful
information. Randomization in sample preparation is thus
essential to minimize this effect.

Similarly, the spectroscopist carries out a succession of steps
to obtain an NMR spectrum. The quality of an NMR spectrum
depends on many parameters. Among them, the NMR shims
set by the operator to achieve high resolution of the proton
resonance lines will play an important role, as well as tuning
and matching of the probe, or the setup of an efficient water
presaturation. A set of 6 wild-type nematode samples was
prepared, and NMR spectra were recorded for each sample, in
a random order, by two different spectroscopists, setting up
independently their NMR acquisition conditions. A standard
protocol was followed by both spectroscopists: shims were set
on a 10% chloroform sample in acetone-D6 and adjusted to
reach a proton line width at the height of the '3C-satelites
inferior to 7.5 Hz. Respectively, a resolution of 6.48 and 7.30
Hz was obtained by our two operators. Each NMR spectros-
copist used his or her own shim matrix and performed final
calibrations on each rotor (tuning and matching, calibration
of the water presaturation, and additional shims adjustment).
An O-PLS model was unable to discriminate populations
according to the NMR operator (Figure 5c). Quality of the
model in terms of quality R? = 0.195 or prediction Q* = —1.32
is low, and resampling under the null-hypothesis shows that
random models can outperform the capacity of the initial
model in terms of quality or prediction. This indicates the
impossibility to distinguish two spectroscopists by rejecting the
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null hypothesis. An NMR operator, carefully following the
standardized acquisition protocol, is thus not a confounding
factor.

We also investigated the effect of multiple acquisition
platforms in geographically distinct locations. Two sets of N2
and sod-1(tm776) samples were prepared and frozen, with one
data set acquired at CRMN (Lyon), and the other shipped to
the application laboratory of Bruker Biospin in Wissembourg.
Experiments were performed on Bruker spectrometers operat-
ing at 700 MHz but with different electronic console configura-
tions (respectively Avance I and Avance III models with
differences in the electronics and digital filters). We thus
compare 2 batches of samples acquired on spectrometers with
different electronics in two locations. It is therefore clearly
possible here to discriminate samples, under supervised analy-
sis, with respect to the facility where the corresponding NMR
spectra were acquired (Figure 6a—c) in a high quality model
(R = 0.926 and * = 0.874). However, when orienting the
supervised analysis to the parameter of interest in our me-
tabotyping study, that is, the discrimination between mutants
and wild type nematodes, Figure 6e shows that, when gathering
the two groups of data sets, we can still discriminate the two
strains, with a metabotype reasonably similar to the one
determined during the previous study carried out at the CRMN
(Figure 6d—f, R = 0.876 and (> = 0.748). Note that the data
acquired at Bruker Biospin (Wissembourg) had a supplemen-
tary exclusion area around a singlet at 2.23 ppm corresponding
to residual acetone after drying in our washing procedure. This
result allows defining an instrument independent metabolic
signature (correlation of 0.93 between the metabotypes ob-
tained at CRMN and the one obtained by assembling data
acquired at CRMN and Bruker Biospin). We show that it is also
possible to detect at both facilities a discrimination between
N2 and sod-1(tm776) with close observed metabotypes and thus
to define the metabolic signature of the mutation (Supplemen-
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tary Figure 2, Supporting Information). A correlation of 0.62
between the two loadings was determined. The results de-
scribed above therefore clearly indicates that, though there is
a need for the harmonization of spectrometer facilities involved
in a multicenter study, a relevant discrimination between given
C. elegans strains metabotypes can be achieved when data
acquisition is randomly distributed between different NMR
centers.

Developmental Metabonomics in N2 C. elegans. Other
metabolic variations of C. elegans populations obviously arise
from physiological processes. Metabolic changes doubtlessly
occur during the growth of the nematodes. In order to probe
this factor and investigate the impact of developmental stages
on the metabolome, we compare N2 nematodes at three stages:
L4 larvae, young adults (adults which do not yet have eggs)
and gravid adults. An O-PLS model shows a clear discrimination
between these three sample categories and the definition of a
metabolic phenotype with respect to developmental stages
(Figure 7), with quality and prediction parameters R?> = 0.949
and (? = 0.849. We observed no overlap between subpopula-
tions based on the predicted age with respect to the observed
one, fully validating the model. Furthermore, the model was
resampled under the null hypothesis and validated. We thus
clearly isolate an effect linked to the developmental stage in
N2, which must be controlled by standardization of the
developmental stage for genetic analysis in order to identify
relevant metabolic variations induced by mutations.

In summary, the effects studied here can be classed into
three groups: (i) insignificant (NMR spectroscopist), (ii) sig-
nificant but manageable (NMR facility, hardware), and (iii)
significant requiring control through experimental design (age,
fixation, freezing, biologist) and sample randomization (age,
biologist, etc.). The particular effects cited here in each category
correspond to our experience with the protocol, through
implementation of thorough quality control criteria. In studies
with smaller numbers of samples, exogenous biological effects
must be carefully controlled by a homogenization of the
population in terms of both the developmental stage and by
randomization of the sample breeding if different biologists are
involved, whereas it appears that in a larger scale study (i.e.,
with a large number of samples per genetic strain), even the
age and biologist can be meaningfully isolated from the genetic
effect, but do not hamper the genetic analysis.

Conclusion

This study is part of the effort observed in metabonomics
for the standardization of procedures (sample culture and
preparation, spectral acquisition, data treatment and interpre-
tation, report) to prevent analysis being misled by exogenous
factors. This work shows that genetic metabotypes can be
reliably established using the method introduced here without
being perturbed by confounding factors. Here we identified and
assessed potential confounding factors for 'H HRMAS whole-
organism NMR and established guidelines to control them. In
a large-scale metabotyping context, respecting these guidelines
will certainly improve robustness of the NMR analysis and
paves the way for large-scale metabotyping in functional
genomics,*® chemical genomic, or pharmacometabonomics®
screening efforts for C. elegans. The method is by no means
limited to C. elegans but could obviously be adapted to other
small animal models suitable for whole-organism NMR.
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Supplementary figure 1. Effect of freezing on the discrimination between N2 and sod-

1(tm776). Loadings sustaining the discrimination between N2 and sod-1(tm776) are very

similar (a-b) whether the nematodes are analyzed non frozen (Protocol A in (a)) or after a

freezing-thawing cycle (Protocol B in (b)), in both cases following fixation. The correlation

coefficient between the two loadings is 0.67. Models were validated by re-sampling under the

null hypothesis (d-e). O-PLS model discriminates non frozen and frozen-thawed samples,

analyzed together on the basis of genetic strains is presented in (c) and (f). Loading plot (c) is

similar the ones determined in (a-b) and the effect of sample freezing is characterized by the

first orthogonal component of the corresponding score plot (f). Numbers in the loading plots

correspond to assignments provided earlier (Blaise et al., ref. 10).
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Supplementary Figure 2. Discrimination between N2 and sod-1(tm776) at different NMR

facilities. O-PLS models show discriminations between the N2 and sod-1(tm776) strains, with

NMR acquisition independently carried out at the CRMN in Lyon (a-c), or at the Bruker

Biospin facility in Wissembourg (d-f) with respective quality coefficients of (R* = 0.945, Q* =

0.855) and (R* = 0.911, Q* = 0.763). Corresponding score plots are shown in (a) and (d). The

loading plots (b) and (e) sustaining these discriminations highlight variations of the same

metabolites in the same directions, with a correlation coefficient of 0.62. This is probably due

to the fact that the two 700MHz spectrometers are piloted by different electronics (Avance

and Avance III consoles), especially digital filters. This highlights that a control must be
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provided for this confounding effect through harmonization of spectrometers in the facilities
included in the multi-centre study. Both models were validated by re-sampling under the null

hypothesis, as illustrated in (c) and (f).



Identification des voies d'action

3.2. Résultats préliminaires DMD

Comme dit précédemment, nous travaillons encore a dégager les informations
métaboliques pertinentes relatives i) aux différents modeles présentés dans ce manuscrit, ii)
au mode d'action des molécules identifi€es lors des cribles. Néanmoins, les travaux menés sur
le modele DMD montrent qu'il est possible de discriminer une souche sauvage d'une souche
mutante dys-1(cxI8) sur la base de leur spectre métabolique acquis par HRMAS-NMR (fig.
55). En effet, les analyses statistiques multivariées (OPLS-DA, Orthogonal Partial Least
Squares-Discriminant Analysis) ont permis de définir un modele de prédiction permettant de
séparer un spectre RMN issu d'un animal sauvage, d'un spectre issu d'un animal dys-1(cxI8)
(fig. 55.b). Ce modele utilise un sous-ensemble de valeurs du spectre RMN correspondant aux
variations spectrales (métaboliques) entre la souche sauvage et la souche dys-1(cxI8). Les
premicres analyses de ces variations spécifiques ont mis en évidence d'importantes
différences au niveau de la composition lipidique des animaux (fig. 55.c). Des études
supplémentaires sont en cours pour identifier I'ensemble des métabolites permettant cette

discrimination.
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Figure 55 : Comparaison entre des animaux sauvages (Wild type) et mutants dys-1(cxI8). a) Aspect
morphologique des animaux analysés (Adultes, ~ 800 a 1000xm), b) Modele statistique (OPLS-DA)
permettant la discrimination entre les profils métaboliques sauvages et mutants dys-1(cxI8) ; chaque
point correspond a la projection d'un spectre HRMAS-RMN d'un animal sauvage (spot noir) ou d'un
animal mutant dys-I(cxI8) (spot rouge) dans l'espace (3D) définit par le modele (OPLS-DA) c)
Variations spectrales (métabolique) utilisées par le modele pour discriminer les animaux sauvages des

animaux mutants dys-/(cx18) (Loadings), d) Validation du modele utilisé pour la discrimination.
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De facon intéressante, en utilisant ce modele de prédiction (fig. 55), 1'analyse de I'effet
des drogues validées lors du crible DMD, sur I'empreinte métabolique des animaux dys-
I(cx18), montre que leur action permet un retour vers des valeurs considérées comme
"sauvages" (fig. 56) ; par exemple, le spectre RMN d'un animal dys-I(cxI8) traité a la
sérotonine sera attribué a une animal sauvage par le modele de prédiction - les sous-
ensembles de métabolites, les variables, présentent une expression proche de celles retrouvées
chez un animal sauvage -.

Ces résultats confirment le potentiel thérapeutique des composés sélectionnés. Il faut
noté que l'analyse de l'effet du paracétamol, un composé inactif sur la dégénérescence des
animaux mutants, n'entraine pas de modifications significatives de ces métabolites, ce qui
renforce encore plus le modele de prédiction et la spécificité des métabolites en question.

Ces résultats laissent donc supposer que les métabolites (les variables) sélectionnés pour
réaliser la discrimination sont pertinents, et que leur identification est potentiellement
intéressante pour décrire les conséquences métaboliques liées a une absence de dystrophine.

Nous cherchons également a identifier les métabolites (autres que ceux utilisés pour la

discrimination) spécifiquement touchés par 1'ajout des drogues.
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Figure 56 : Modele de prédiction DMD et effet des traitements sur le profil métabolique
des mutants dys-1(cx18). a) Modele de prédiction DMD (OPLS-DA 2D) permettant la

discrimation entre un spectre issu d'un animal sauvage (carré noir) et un spectre issu d'un

animal mutant dys-1(cx18) (spot rouge), ce modele est identique au modele présenté dans la

figure 56 mais représenté en deux dimensions. b) Projection sur I'axe discriminant de spectres

RMN issus d'animaux traités ou non traités. Chaque rectangle correspond a la projection, sur

l'axe discriminant du modéle préalablement définit en figure 56, d'un spectre RMN issu d'un

animal sauvage (noir), d'un animal mutant dys-I(cxI8) non traité (rouge) ou traité a la

sérotonine (mauve), a l'imipramine (bleu), a la méthazolamide (vert) ou au paracétamol (gris).
p p g
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Mes travaux de theése avaient pour but de :

o développer et optimiser des modeles C. elegans permettant d'étudier 1'impact de la
perte de fonction de genes impliqués dans des maladies génétiques humaines, dont la
myopathie de Duchenne (modele déja validé au laboratoire), I'amyotrophie spinale et

le syndrome de Schwartz-Jampel ;

o mettre en place des méthodes de criblage robustes, reproductibles et transversales a

d'autres maladies, permettant de tester un grand nombre de molécules chimiques ;

o identifier et valider des molécules actives d'un point de vue thérapeutique sur les

modeles développés ;

o apporter des éléments de réponses quant aux mécanismes d'action des molécules les

plus prometteuses.

A ce jour, nous n'avons pas terminé les campagnes de criblage sur les modeles SMA et
Schwartz-Jampel. Nous ne pouvons donc pas discuter de leur utilité pour les patients, et
encore moins dire si elles permettront d'apporter des informations pertinentes quant a la
physiopathologie de ces maladies. De plus, la stratégie développée avec le crible SMA devait
servir de preuve de concept pour d'autres maladies dites "perte de fonction". C'est a dire,
montrer qu'il est possible d'identifier des molécules thérapeutiques avec un modele présentant
des troubles considérés comme éloignés des troubles observés chez I'homme, mais restants
reliés a des fonctions cellulaires communes. Avant de tirer des conclusions, nous devrons
donc attendre la fin de nos campagnes. Si, a terme, ces cribles ne permettent pas de dégager
des molécules a intérét thérapeutique, I'étude des composés montrant une toxicité dépendante
du modele utilisé, permettra, peut étre, de mettre en évidence certains déreglements propres a
ces maladies. Ces études seront facilitées par les approches métabolomiques que nous avons

développées.
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Par contre, grice aux résultats obtenus avec la myopathie de Duchenne, nous avons
montré que cette approche peut se révéler utile et pertinente pour I'nomme. Ainsi, méme si la
plupart des composés identifiés sont encore en cours de validation sur le modele murin mdx,
nous avons montré grace aux sulfonamides (article 1), que cette stratégie permettait de
générer des composés transposables aux organismes supérieurs. De plus, 1'étude de leur mode
d'action nous renseigne sur les mécanismes de dégénérescence reli€és a l'absence de
dystrophine. Ces hypotheses sont décrites dans le premier chapitre de cette discussion

générale.

Finalement, nos travaux ont permis :

o d'identifier des pistes thérapeutiques et des molécules candidates pour traiter les patients
DMD (chapitre 1),

o de générer des informations participant a la compréhension des mécanismes de

dégénérescence liés a 1' absence de dystrophine (chapitre 1).

o de mieux définir les avantages et les contraintes inhérents aux cribles pharmacologiques

basés sur des organismes entiers (chapitre 2).
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I. Du nouveau pour la myopathie de Duchenne ?

1. Récapitulatif des résultats du crible DMD

Le crible de molécules conduit sur le modele dys-1(cxI8) ; hlh-1(cc561) a révélé
plusieurs molécules capables de freiner la dégénérescence musculaire chez le nématode C.
elegans. Parmi ces molécules on retrouve une forte proportion de composés pouvant étre

regroupés dans 3 familles chimiques, les sulfonamides, les benzodiazépines et les tricycliques.

Les sulfonamides sont connus pour leurs propriétés inhibitrices des anhydrases carboniques.
Nos travaux ont montré que cette activité pouvait étre bénéfique pour des nématodes
dépourvus de dystrophine, et également pour les souris mdx (article 1). L'effet bénéfique de
cette classe de molécules passe, vraisemblablement, par une perturbation des flux calciques au
niveau des muscles des animaux, et notamment au niveau du réticulum sarcoplasmique (390).
Malheureusement cette perturbation n'a pas pu €tre mesurée. Néanmoins, ce mécanisme est
soutenu par les résultats antérieurs de notre équipe ; résultats montrant que les flux calciques,
prenant place dans les cellules musculaires des animaux dys-1(cxI8), hlh-1(cc561), étaient
reliés au phénotype de dégénérescence (180). En ce qui concerne I'apport de ces résultats pour
les patients DMD, les gains observés chez les souris sont loin d'étre suffisants pour envisager
des tests cliniques. Les deux composés testés, la méthazolamide et la dichlorphénamide,
n'étant que peu spécifiques vis a vis des différentes anhydrases carboniques retrouvées chez la
souris et chez I'hnomme, le développement d'inhibiteurs spécifiques des différentes isoformes
pourra peut étre donner de meilleurs résultats (388, 389, 391). Néanmoins nous ne pouvons

dire a ce jour quelle(s) isoforme(s) doit étre ciblée(s).

Les médicaments présentant un squelette tricyclique sont connus dans le domaine médical
pour leur action sur le systeme nerveux central. Ceux identifi€és dans nos cribles sont reliés au
métabolisme de la sérotonine (399). Par exemple, 1'imipramine et la trimipramine inhibent la
recapture de la sérotonine libérée dans les fentes synaptiques. L'action de ce
neurotransmetteur est alors prolongée, il en résulte une stimulation plus importante des
éléments du compartiment post-synaptique. Méme si nous ne pouvons dire par quelle voie la
sérotonine agit sur la dégénérescence musculaire, nos résultats tendent a montrer que son
action bénéfique passe, entre autres, par la modulation des flux calciques régis par le canal
ITR-1 (homologue des IP3R humains). Ces composés sont encore en cours de validation sur

le modele murin mdx (projet supervisé par Maité Carre-Pierrat), il est donc difficile de dire
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s'ils seront transposables aux patients DMD. Les conclusions seront disponibles courant 2010,

nous pourrons alors y voir un peu plus clair quant a leur potentiel thérapeutique.

Les benzodiazépines regroupent des médicaments connus pour leurs propriétés anxiolytiques
et myorelaxantes. Leurs actions connues passent par les récepteurs GABA ; récepteurs reliés a
l'inhibition de nombreuses voies neuronales (400-402). Ne disposant pas d'informations
pertinentes sur leurs modes d'action vis a vis de la dégénérescence chez le ver, nous ne
pouvons que supposer que leurs effets bénéfiques passe par une inhibition de la stimulation
des muscles. Les validations mammiféeres de cette classe de molécules sont, comme les

tricycliques, encore en cours a ce jour. Ces résultats seront disponibles courant 2010.

2. Des molécules, des mécanismes et des pistes thérapeutiques ?

Comme synthétisé ci-dessus, les gains phénotypiques observés avec les molécules

identifiées lors du crible DMD semblent étre reliés a une modulation des flux calciques

d'origine musculaire et/ou a une inhibition de la stimulation nerveuse.

Comment ces mécanismes participent-ils a la réduction de la dégénérescence
musculaire chez le nématode ? Pour essayer de comprendre ce qu'il se passe, reprenons le
modele nématode DMD.

Les animaux portant la mutation dys-I(cxI8) sont hyperactifs, hypercontractés et
présentent une faible dégénérescence musculaire (26). Les phénotypes d'hyperactivité et
d'hypercontraction sont attribués a un exces de signal cholinergique au niveau des jonctions
neuromusculaires (voir introduction) (26, 244). On peut supposer que cet exces de signal
cholinergique entralne une augmentation de la libération de calcium séquestré dans le
réticulum sarcoplasmique. Il a également été montré que 1'absence de dystrophine perturbe
l'activité de certains canaux ioniques agencés au niveau du sarcolemme, dont les canaux
calciques egl-19 et potassique slo-1 (179, 382). Ces phénomenes participent probablement a
maintenir une concentration calcique anormalement élevée dans le sarcoplasme. Les muscles
sont alors plus facilement excitables et plus contractés (fig. 57).

A ce jour, nous n'avons pas pu démontrer cette hypothese. Nous avons essayé de mesurer le
calcium sarcoplasmique par FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) via l'injection
d'un plasmide capable d'exprimer le cameleon dans les cellules musculaires des nématodes -
le cameleon est une protéine dont le spectre de fluorescence dépend de la concentration

calcique (403)-, mais aucune lignée fluorescente n'a pu €tre obtenue a ce jour.
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Cette hypotheése reliant une augmentation de la concentration calcique sarcoplasmique a

l'absence de dystrophine est tout de méme soutenue par le fait que 1'on retrouve une surcharge

calcique dans les fibres musculaires des souris mdx (178, 404, 405), et des patients DMD
(176,177, 406) (pour revue, voir (182)).

A ce

stade, nous pouvons donc attribuer le phénotype d'hyperactivité et

d'hypercontraction des animaux dys-1(cxI8) a un exces de signal cholinergique couplé a une

surcharge calcique sarcoplasmique (figure 57).
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Figure 57 : Perturbations supposées au niveau des muscles des animaux dys-1(cx18). La présence de la

mutation dys-1(cx18) est reliée a 1) une augmentation du signal cholinergique a la synapse, ii) un déreglement

des flux ioniques a la membrane, qui se traduit probablement par une surcharge calcique dans le cytoplasme

des cellules musculaires (26, 244). Pour rappel, contrairement aux mammiferes, chez le nématode ce sont les

cellules musculaires qui projettent des structures (muscle arms) vers les axones des motoneurones pour former

les jonctions neuromusculaires, et non l'inverse ; de plus la membrane sarcoplasmique ne présente pas

d'invaginations (tubules T), la membrane est directement couplée avec le réticulum sarcoplasmique (voir fig.

19). Malgré ces différences la cascade d'évenements conduisant a la contraction des cellules musculaires est

conservée.
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Méme si ces phénomenes semblent cohérents vis a vis des phénotypes observés,

plusieurs questions subsistent :

o Pourquoi l'absence de dystrophine conduit a une augmentation de la transmission
cholinergique chez C. elegans et a un déreglement des canaux ioniques agencés a la

membrane plasmique ?

Une hypothese largement débattue au laboratoire et dans la littérature consiste a dire
que l'absence de dystrophine perturbe l'organisation des jonctions neuromusculaires et des
constituants du sarcolemme via la désorganisation du DGC présenté en introduction ; les
différentes structures post-synaptiques impliquées dans la réponse a l'acétylcholine et les
canaux situés sur le sarcolemme sont probablement mal agencés, se traduisant par une
perturbation de la transmission du signal cholinergique et une dérégulation des échanges
ioniques (26, 244, 407-409). Cette hypothese est soutenue par le fait que surexprimer
'utrophine ou introduire une mini-dystrophine dans les cellules musculaires des souris mdx
permet de retrouver un complexe DGC agencé au niveau des jonctions neuromusculaires et au
niveau du sarcolemme, et conduit a améliorer le phénotype murin (202, 407, 408, 410). De
plus le DGC est impliqué dans la disponibilité des acétylcholinestérases (via le perlecan, fig.
12) (350), on peut donc supposer que la désorganisation de ce complexe entraine une
diminution de la dégradation des molécules d'acétylcholine libérées dans les fentes
synaptiques en délocalisant les acétylcholinestérases. Cette hypotheése est soutenue par les
mesures de Giugia et al., réalisées in vitro a partir d'extraits de nématodes, montrant que la
présence de la mutation dys-I(cxI8) entraine une diminution de l'activité de ces enzymes
(244). Enfin certains auteurs ont noté que les myotubes en cultures issus de patients DMD
sont hypersensibles a l'acétylcholine, sensibilit¢ qu'ils attribuent a wun défaut
d'acétylcholinestérase (411, 412).

o Pourquoi les muscles dégénerent dans ce contexte ?

- A ce stade, il faut rappeler que les animaux dys-1(cxI8), a la différence des patients
DMD, ne présentent qu'une faible dégénérescence musculaire. Comme présenté
précédemment, nous couplons cette mutation a la mutation hlh-1(cc561) pour amplifier ce
phénotype de dégénérescence. Le rdle de la mutation faible hlh-1(cc561) consiste a fragiliser

les cellules musculaires, qui deviennent beaucoup plus sensible a 1'absence de dystrophine.
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Malheureusement, nous sommes dans l'incapacité de dire en quoi consiste cette fragilisation.
Structurale ? Métabolique ? Le geéne hlh-1 étant impliqué dans la mise en place du systeme
musculaire, il est probable que sa mutation entraine des défauts structuraux, et cela méme a
une température permissive (249, 413); en ce qui concerne son impact sur le métabolisme,
I'analyse du profil métabolique acquis par RMN des mutants hlh-1(cc561) permettra peut tre

d'apporter des réponses. -

Au regard des éveénements présentés ci-dessus, on peut supposer que la
dégénérescence est due a une activité excessive des unités contractiles consécutive a un exces
de signal cholinergique et calcique. Néanmoins, 1'article 2 montre que cette hypothese ne
suffit pas. En effet, la mutation goa-1(nl134), connue pour entrainer une forte hyperactivité
(par augmentation de la libération d'acétylcholine) (414), couplée a la mutation hlh-1(cc561),
n'entraine qu'une tres faible dégénérescence musculaire. On peut donc en conclure que
I'hyperactivité induite par la présence de la mutation dys-1(cx18) n'est pas la seule cause de la
dégénérescence observée chez les mutants dys-1(cxI8) ; hlh-1(cc561). Pour conduire a la
dégénérescence, 1'absence de dystrophine entraine donc d'autres événements, s'ajoutant a

I'hyperactivité des animaux.

En se basant sur la littérature, plusieurs hypotheses sont alors envisageables pour

expliquer la dégénérescence musculaire des animaux dys-1(cxI8) ; hlh-1(cc561) :

En plus de son implication dans l'intégrité des jonctions neuromusculaires et dans la
distribution des canaux ioniques, le DGC participe a l'interaction qu'entretient la membrane
plasmique avec i) les composants de la matrice extracellulaire, ii) les protéines
cytosquelettiques, dont, chez les mammiferes, les protéines formant les costameres (vinculine,
desmine, spectrine, actine cytosquelettique) (figure 12 et 13) (415-418). Plusieurs études ont
montré que ce lien participait au maintien de 1'intégrité membranaire lors des phénomenes de
contractions (174). Chez les mammiferes, la dystrophine, son complexe associé, et les
costameres agissent comme des coupleurs mécaniques afin de transmettre la contraction
générée par les sarcomeres au travers du sarcolemme a la lame basale ; ils permettent ainsi de
maintenir les sarcomeres repartis uniformément le long de la fibre musculaire (416, 419).
Ainsi, la perte des interactions entre la dystrophine, le DGC, et les costameres participerait a
fragiliser la membrane plasmique vis a vis des différents stress mécaniques subis lors des
phénomenes de contractions (418, 420). On parle d'hypothese structurale. Cette hypothese est

soutenue par le fait que l'on retrouve des lésions au niveau de la membrane des fibres
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musculaires des souris mdx et des patients DMD (175). Hypothese également soutenue par le
taux anormalement élevé de créatine kinase retrouvée dans le sang des patients DMD,
signalant un fuite importante du milieu intracellulaire de la cellule (139, 175). Chez C.
elegans 1'organisation et le role de ces différentes structures semblent conservés, néanmoins il
faut noter que les sarcomeres sont directement ancrés dans le sarcolemme et dans la
membrane basale par l'intermédiaire des dense bodies, et non via un réseau de filaments
cytosquelettiques -les sarcomeres- (fig. 20) (421). Ainsi, il est probable que cet ancragerende
la membrane plasmique des cellules musculaires de C. elegans moins sensible a la perte du
DGC vis a vis des différents stress mécaniques, ce qui expliquerait la faible dégénérescence
des mutants dys-I(cxI18). On peut également supposer que la présence de la mutation
hlhl(cc561) -facteur myogénique- perturbe la mise en place de ces dense bodies, et sensibilise
la membrane a l'absence de dystrophine, comme on peut l'observer chez les mammiferes.
Ainsi, il est probable que dans un contexte hlh-1(cc561) I'hyperactivité, I'hypercontraction, et
les défauts structuraux induits par la perte de la dystrophine suffisent a créer des microlésions
au niveau de la membrane plasmique des cellules musculaires, la cellule serait alors incapable
de faire face a ces dommages et des phénomenes nécrotiques s'en suivraient. Cette hypothese
est soutenue par le fait que inactiver des genes impliqués dans le couplage

excitation/contraction réduit la dégénérescence chez le ver dys-1(cx18) ; hlh-1(cc561) (382).

S'additionnant a ces troubles structuraux, le surplus de calcium libéré dans le sarcoplasme a
de fortes chances de dépasser les capacités des pompes SERCA, pompes censées reconcentrer
ces ions dans le réticulum sarcoplasmique (voir introduction). Il en résulte, probablement,
une concentration calcique cytoplasmique anormalement élevée sur une longue période de
temps. Plusieurs équipes s'accordent a dire que cette élévation constitutive de la concentration
calcique cytoplasmique induit des phénomenes apoptotiques via l'activation de protéases
calcium-dépendantes (dont les calpaines) (fig. 58) (181-183). Cette élévation calcique pourrait
donc également expliquer la dégénérescence. On parle d'hypothése métabolique. Cette
hypothese est appuyée par le fait que surexprimer le canal calcique egl-19 dans un contexte
dys-1(cx18) mime la dégénérescence musculaire observée dans le contexte dys-1(cx18) ; hlh-
I(cc561) (180).
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En tenant compte de ces hypotheses, comment le mode d'action des molécules
identifiées lors des cribles peut agir sur le phénotype de dégénérescence du mutant dys-
1(cx18) ; hlh-1(cc561) ?

Avec les benzodiazépines, il est difficile de conclure en raison de I'absence de
résultats probants. Néanmoins, comme dit plus haut, cette classe de molécules est connue
GABAergiques (400-402). Or,

GABAergiques, chez C. elegans, ont un rdle d'inhibition des chaines motrices (voir tableau

pour interagir avec les voies les motoneurones

1) (422). Par conséquent, on peut supposer que leur action se traduit par une inhibition de la
libération d'acétylcholine a la synapse neuromusculaire (fig. 58). Finalement, cette baisse de
signal cholinergique a de forte chance de se traduire par une baisse du signal calcique,

aboutissant a i) diminuer les stress mécaniques subis par la cellule, ii) restaurer une

concentration calcique cytoplasmique ne dépassant pas les capacités de recapture de la

cellule.
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200




Du nouveau pour la myopathie de Duchenne ?

Dans le cas des composés tricycliques reliés au métabolisme de la sérotonine,
l'interprétation des résultats n'est pas simple. Malgré de nombreux efforts, la relation entre la
sérotonine et la dégénérescence chez le nématode reste encore un mystere. Néanmoins nous
avons réussi a obtenir quelques éléments de réponse quant a son mode d'action.

L'augmentation du taux de sérotonine chez les nématodes a été reliée a une inhibition
de leur activité motrice, vraisemblablement par la modulation des canaux calciques itr-1
(résultats tricycliques). Chez C. elegans, la sérotonine est connue pour son action inhibitrice
des chaines cholinergiques au niveau du systeéme nerveux (395). En tenant compte des
hypotheses de départ, on peut alors supposer que l'ajout de sérotonine participe a réduire
I'exces d'acétylcholine a la synapse, et ainsi permet de réduire les décharges calciques. Dans
tous les cas, si I'on accepte le rdle protecteur d'une inhibition du signal nerveux, la diminution
des contraintes subies par les cellules musculaires pourrait alors participer a limiter la
dégénérescence (fig. 59).

Néanmoins plusieurs résultats viennent compliquer cette hypotheése impliquant une
diminution de libération d'acétylcholine et de contraintes physiques dans les gains
phénotypiques observés apres un traitement a la sérotonine.

Premiérement, aucun composé ou gene connu pour diminuer le comportement moteur de C.
elegans ne permet d'égaler les effets bénéfiques de la sérotonine sur la dégénérescence sans
paralyser completement les animaux (Ségalat L., résultats non publiés).

Deuxiemement, dans ce mécanisme, le role des flux calciques régis par itr-1 n'est pas clair.

L'interprétation de nos résultats tend a montrer que la modulation de ces flux i) prend place
dans les muscles, ii) est relié a I'activité motrice des individus (résultats tricycliques). Or, le
canal récepteur ITR-1 est décrit dans la littérature comme 1) un canal entrainant une sortie de
calcium trop lente pour participer aux phénomenes d'excitation/contraction du muscle strié
(voir introduction) (41-43, 51), ii) un canal non impliqué dans la locomotion des nématodes
(Baylis, H.A., communication personnelle). Ces résultats contradictoires sont difficiles a
expliquer, néanmoins pour décrire le role physiologique du canal itr-/ chez le nématode,
I'équipe du Professeur Baylis utilise, entre autres, un allele (perte de fonction) présentant une
mutation ponctuelle (itr-1(sa73)) (125), alors que notre équipe utilise une technique d'ARN
interférence. Nous avons récupéré une souche homozygote pour l'allele itr-1(sa73), et de
facon surprenante, contrairement a un traitement RNA1 contre itr-1, la présence de 1'allele itr-

1(sa73) ne sensibilise pas les animaux vis a vis de l'effet "paralysant" de la sérotonine. On
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peut alors supposer que la mutation présente sur cet allele sa73 ne perturbe pas les fonctions
de itr-1 reliées a la locomotion, ce qui expliquerait la contradiction de nos résultats.
Cependant il n'en reste pas moins que la dynamique de ce canal est vraisemblablement trop
lente pour étre impliquée dans le couplage excitation/contraction. Malheureusement nous
avons trop peu d'arguments a 1'heure actuelle pour discuter plus longuement du role réel du
canal itr-1, que ce soit dans la mise en place de la paralysie ou dans le phénotype de
dégénérescence musculaire. La mesure des flux calciques dans les différents contextes
génétiques permettra peut étre d'apporter des réponses. L'inactivation tissu-spécifique de itr-1
nous permettra également de savoir si son implication dans la réponse a la sérotonine siege
bien dans le muscle.

Troisiemement, via I'article 2, nous avons montré que, malgré la présence de la dystrophine,

la combinaison de la mutation tph-1(mg280) (biosynthese de la sérotonine) a la mutation hlh-
1(cc561) entraine une dégénérescence musculaire, plus faible certes, mais ressemblant a celle
observée chez les mutants dys-I(cxI18) ; hlh-1(cc561). La sérotonine a donc un effet
protecteur sur le muscle, et délétere lorsqu'elle est absente. La sérotonine étant impliquée dans
l'inhibition de 1'influx nerveux cholinergique, ces résultats sont en accord avec l'idée qu'un
exces d'acétylcholine peut conduire a la dégénérescence des muscles ; et cela, avec ou sans les
défauts structuraux induits par 'absence de dystrophine. Cependant, il faut rappeler que les
mutants goa-1(nl134), hyperactifs, dus a un exces de libération d'acétylcholine, ne présentent
qu'une tres faible dégénérescence dans un contexte hlh-1(cc561) (article 2). De plus,
l'inactivation des différents récepteurs sérotoninergiques connus dans le systéme nerveux de
C. elegans ne permet pas de supprimer, de maniere significative, l'effet bénéfique de la
sérotonine sur la dégénérescence des mutants dys-I(cxI8) ; hlh-1(cc561) (résultats
tricycliques). Ces résultats suggerent donc que la sérotonine agit sur la dégénérescence
presque indépendamment de la libération d'acétylcholine, et sur un récepteur encore inconnu a
ce jour.

Enfin, il faut noter que I’imipramine et la sérotonine ont été utilisées autrefois a haute dose
chez le rat sauvage pour induire une dégénérescence musculaire, dégénérescence qui n’est
que partiellement abolie par la dénervation des muscles (423-425). Ceci suggere qu’une partie
de l'effet de ce agit directement sur les muscles et pas seulement par la recapture de la
sérotonine au niveau neuronal. De plus, il a été reporté dans la littérature l'existence de
récepteurs sérotoninergiques localisés au niveau des cellules musculaires des rats et des
souris, ces récepteurs ont un réle inconnu a ce jour mais sont par contre décrits comme non

reliés au couplage excitation/contraction (426, 427).
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En conclusion, en raison de la complexité et de la contradiction de ces résultats, nous

pensons que les gains observés en présence de sérotonine sont dus a une action combinée i)

sur la locomotion, via une diminution de libération d'acétylcholine (395), ii) sur un

mécanisme encore inconnu a ce jour et indépendant du signal cholinergique a la synapse. Peut

étre via un récepteur sérotoninergique situé sur le sarcolemme des cellules musculaires, et

dont le fonctionnement serait li€¢ a 1'organisation du DGC ? En absence de sérotonine ou

lorsque le DGC est désorganisé, ce récepteur ne pourrait plus exercer son role protecteur, et

participerait a la mécanique de dégénérescence.

Muscle arm (
e

Réticulum .
sarcoplasmiqué

22 Apoptose ??

dys-1(cx18) ;
hlh-1(cc561)

dégénérescence
musculaire

/

Axone (motoneurone)

—
/ Acétylcholine
Acétylcholine
Récepteur
Ca2+
b
| Ca2+ ) Sarcolemme
Ca2t AL
\ / / / Sarcoplasme
ACa2+
cytoplasmique
B oo
=) A e OO =
| PR e OOOEE =
I
DI
M

?? Dommages mécaniques ??

Muscle arm .
=

T "\\
Réticulum .
sarcoplasmique

itr-1?

dys-1(cx18) ;
hlh-1(cc561)

+ Sérotonine et/ou
RNAI itr-1

Axone (motoneurone)

Serotonine ? —

2 itr-1
“ Acétylcholine
Ca2+
—
,//‘7 S
Ca2+ ) Sarcolemme
Cal+\

~a Ca2+

cytoplasmique

Sarcoplasme

||ll
LI

i

N\

\Activité musculaire

Figure 59 : Mode d'action putatif des composés reliés au métabolisme de la sérotonine.

203




Enfin leffet des sulfonamides

identifiés

Du nouveau pour la myopathie de Duchenne ?

dans nos cribles se traduit,

vraisemblablement, par une modulation des flux calciques prenant places dans les cellules

musculaires des animaux (article 1). Modulation qui n'a pas ét¢é mesurée a ce jour.

Néanmoins, si tel est le cas, nous pouvons supposer que cette modulation permet de diminuer

les décharges calciques suite a une stimulation. Ainsi les cellules musculaires retrouvent une

sortie de calcium dite "normale", malgré une stimulation importante (fig. 60). Ces composés

n'ayant pas d'impact, ni sur l'hyperactivité des mutants dys-1(cx18), ni sur la motricité des

animaux sauvages, leur action soutient I'hypotheése d'un "empoisonnement calcique", plutdt

qu'un défaut de structure du muscle. Il faut tout de méme rester prudent, car la diminution du

signal calcique a beau ne pas avoir d'effet visible sur l'activité des animaux, il est probable

qu'elle permette de relacher un peu les unités motrices.
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Figure 60 : Role putatif des inhibiteurs d'anhydrases carboniques (sulfonamides) dans les

mécanismes de dégénérescence musculaire.

Venant appuyer cette hypothese métabolique, I'observation des animaux LS761 (dys-1

; hlh-1) (traités, ou non, aux sulfonamides) a mis en évidence un phénomene inattendu. Pour

rappel, ces animaux présentent des mitochondries et des noyaux fluorescents (GFP). Comparé

au profil fluorescent d'un animal sauvage PD4251 et d'un animal mutant traité, le profil

\®]
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fluorescent d'origine mitochondrial des mutants LS761 semble perturbé, et cela méme avant
l'apparition de la dégénérescence musculaire (fig. 61). Les mitochondries d'un animal sauvage
sont organisées de telle sorte qu'il n'est pas possible de les individualiser sur le cliché présenté
en figure 61. Par contre chez le mutant dys-1(cxI8) ; hlh-1(cc561), il est tres facile de les
distinguer une a une avec le méme grossissement ; elles semblent mal organisées et

hypertrophiées.

PD4251 LS761

dys-1, hih-1

Noyaux . . mitochondries
mitochondrie

Figure 61 : Observation d'animaux PD4251 et LS761 non traités sous un microscope a

fluorescence (Animaux cultivés 7 jours a 15°C).

De facon intéressante, les mitochondries des patients DMD présentent aussi des
morphologies aberrantes (428). De plus, plusieurs équipes s'accordent a dire que les
mitochondries fonctionnent en étroite relation avec le réticulum sarcoplasmique lors des
échanges calciques suite a une dépolarisation (429, 430). Il a aussi été montré qu'elles sont

capables de capturer rapidement le calcium libéré dans le sarcoplasme (431, 432). Enfin, de
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récentes études suggerent un lien entre la surcharge calcique d'origine mitochondriale et la
mort cellulaire par apoptose (433-435).

Intrigué par cette observation, les résultats de Claire Lecroisey ont éveillé mon
attention. Claire est une doctorante de notre laboratoire, travaillant sur la dystrophine et ses
partenaires. Elle utilise, entre autres, la microscopie électronique pour caractériser les
évenements subcellulaires survenant lors de la dégénérescence musculaire des mutants dys-
I(cx18) ; hlh-1(cc561) (Travaux menés en collaboration avec le laboratoire de Michel
Labouesse, IGBMC, Strasbourg). Les clichés acquis au cours de ses études mettent en

évidence des structures anormales au niveau de 1'emplacement des mitochondries (Fig. 62).

Cellule
musculaire < musculaire

Cellule

-

dys-1 ; hlh-1

P

/

Sarcolemme Mitochondries  Dense Bodies 7Mitoch0ndries ?

Mitochondries
Sarcomere

Figure 62 : Clichés de cellules musculaires obtenus en microscopie électronique
(Travaux Claire Lecroisey) (Pour rappel voir fig. 18). A) Les mitochondries présentes dans
les muscles des animaux sauvages sont agencées le long des dense bodies et des sarcomeres et
présentent une forme réguliere. B) Les muscles des animaux mutants dys-1 ; hlh-1 présentent
des dense bodies et des sarcomeres déstructurés, ainsi que des structures anormales localisées
a I'emplacement des mitochondries, ces structures pourraient étre des vacuoles autophagiques
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car leur profil met en évidence de multiples membranes internes. Animaux cultivés 8 jours a
15°C, coupe transversale, barre d'échelle = 1 ym.

Comme le montre la figure 62, ces structures pourraient expliquer l'aspect
hypertrophié des mitochondries observées en fluorescence. Nous envisageons d'approfondir
ces résultats avec notre souche exprimant la GFP. Le but consistera a localiser et caractériser
les mitochondries dans les différents contextes génétiques, et déterminer si ces structures sont
enrichies en GFP.

En conclusion, ces observations laissent supposer que la dégénérescence observée
dans le modele nématode DMD pourrait étre due a des phénomenes apoptotique régis par un
stress mitochondrial. De plus, ces é€venements prennent place avant ['apparition des
dommages musculaires détectables, suggérant un réle précoce dans la dégénérescence.

Enfin, cette hypothése est appuyée par le fait que traiter des souris mdx par un composé
(Debio 025) diminuant la perméabilité des membranes mitochondriales ralenti les processus
dégénératifs (436).

En conclusion :

L'interprétation de 1'ensemble des résultats montre qu'il est difficile de privilégier une
hypothése pour expliquer I'évolution de la dégénérescence chez le nématode. Ces
observations appuient 1'idée que les phénomenes dégénératifs sont dus a une combinaison de
facteurs, dont une fragilité structurale, et un déreglement métabolique. La dégénérescence
résulte donc, probablement, de la combinaison de phénomenes nécrotiques suite a des
dommages mécaniques, et a des phénomenes apoptotiques dus a des troubles métaboliques,
notamment au travers d'un stress mitochondrial. Il faut noter qu'en marge de ces perturbations,
les phénomenes signalétiques régis par le DGC participent probablement a la dégénérescence

(voir introduction). Mais rien ne vient réellement appuyer cette hypothése dans ce manuscrit.

En ce qui concerne d'éventuelles pistes thérapeutiques, nos études suggerent que la
modulation des flux calciques prenant place au niveau des cellules musculaires pourrait tre
bénéfique pour les patients atteints de la myopathie de Duchenne. La modulation de I'influx
nerveux semble aussi représenter une solution a explorer, et pourquoi pas une combinaison
des deux. Enfin, l'inhibition des protéases calcium-dépendantes et la diminution de la
perméabilité membranaire mitochondriale sont également des pistes a envisager.

Il faut noter que la pertinence de la piste thérapeutique visant a réduire le taux de
calcium sarcoplasmique est confirmée par les résultats obtenus avec les souris mdx traitées

aux sulfonamides (Article 2). Cette piste est également appuyée par le fait que des traitements
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basés sur des bloqueurs de canaux calciques, tels que le diltiazem et le verapamil, réduisent la
dégénérescence musculaire des souris mdx. Enfin, en accord avec 'hypothese impliquant une
mort cellulaire "calcium-dépendante", la surexpression de calpastatine (1'inhibiteur endogene

des calpaines) permet d'améliorer I'état des muscles des souris mdx (437, 438).
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II. Le criblage sur animal entier

Comme le présente ce manuscrit et discuté dans l'article S qui suit, le criblage de
molécules sur le modele C. elegans se révele €tre une approche utile pour l'avenir de la
recherche médicinale. En absence de cible a cribler et de modeles cellulaires exploitables,
cette stratégie permet d'identifier rapidement et a moindre colit des molécules bioactives et
potentiellement non toxiques pour les organismes supérieurs. De plus, avec cet animal, nous
disposons de nombreux outils permettant d'identifier et de tester rapidement les cibles
potentielles des composés identifiés. Cette approche peut alors conduire a mettre en évidence
de nouvelles cibles biologiques utiles pour la recherche pharmaceutique traditionnelle. Il faut
noter que cette stratégie peut étre étendue a d'autres organismes couramment utilisés en
laboratoire, tel que la mouche Drosophila melanogaster et le poisson zebre Danio rerio.
Méme si la pertinence et 1'utilité de ces trois modeles varie en fonction des maladies étudiées
et des modeles cellulaires préexistants, ils représentent aujourd'hui une nouvelle option dans

la recherche de traitements pharmacologiques.

De plus, ces nouvelles méthodes de criblage ne se limitent pas a une simple réponse
binaire, consistant a dire si oui ou non la molécule testée a un effet sur le modele utilisé. Elles
génerent également de nombreuses informations supplémentaires, telles que la toxicité des
composés testés, mais aussi leurs impacts sur le développement, sur la reproduction, et sur le
comportement moteur des individus. Au final, en marge des objectifs principaux, ces
informations "phénotypiques" couplées aux cribles des autres laboratoires, pourraient
permettre d'établir des bases de données exhaustives décrivant les relations
structure/phénotype retrouvés avec ces composés. Comparées aux données structure/activité
connues, ces informations pourraient s'avérer treés utiles pour l'industrie chimique et la
recherche fondamentale. Malheureusement, a I'heure actuelle, il n'existe pas de réelle volonté
de donner un libre acces a ces informations. Le développement de ces molécules fait parti
d'un processus long et cofiteux pour chacun des laboratoires qui les développent. Les valoriser

avant de les afficher a un large public n'est donc pas déraisonnable.

Il faut tout de méme noter que I'exhaustivité des informations obtenues lors des
campagnes de criblage est dépendante de 1'observation finale effectuée. En effet, a ce jour, les
automates disponibles pour réaliser ces essais sont encore a perfectionner, voire a développer.
Comparés a une observation manuelle menée par un personnel chevronné, les automates
actuels ne sont, dans la plupart des cas, pas plus rapides et encore limités dans le nombre de

parametres enregistrés. On peut tout méme imaginer qu'ils permettront, dans un futur proche,
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d'abolir le recours a I'observation humaine en caractérisant l'ensemble des perturbations
détectables par un ensemble de valeurs numériques, et ceci en un court laps de temps.

Enfin, méme si nous avons fait ici I'apologie du nématode comme outil de criblage, il
faut garder en téte que les différences anatomiques et physiologiques qui séparent ces
animaux de 1'homme, feront qu'un grand nombre de molécules seront abandonnées une fois
confrontées aux organismes supérieurs (car elles ne permettront pas de reproduire l'effet
désiré). De la méme facon, les cibles identifiées grace a ces modeles ne se montreront pas
forcément pertinentes chez 1'homme en raison de la multiplicité et de la complexité des
acteurs moléculaires impliqués dans les processus pathologiques en question. De plus, comme
l'illustre le crible SMA, certains genes impliqués dans des maladies humaines et conservés
chez C. elegans induisent des phénotypes considérés comme €loignés des atteintes humaines ;
dans ce cas l'utilisation et la pertinence de ces animaux pour la recherche pharmaceutique est
discutable. Elle est d'autant plus dans le cas ou des modeles cellulaires existent et peuvent étre
utilisés en criblage.

Par contre, cette approche permettra a coup siir de mieux comprendre la biologie de ces
animaux modeles, et conduira ainsi a apporter des indications sur les mécanismes
moléculaires et cellulaires prenant places dans les organismes supérieurs.

Cette approche doit donc étre vue comme une nouvelle stratégie de criblage pour la
recherche de médicaments, mais en aucun cas comme un remplacant aux techniques in vitro

et cellulaires actuelles.
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Abstract. Current high-throughput screening methods for drug discovery rely on the
existence of targets. Moreover, most of the hits generated during screenings turn out to be
invalid after further testing in animal models. To by-pass these limitations, efforts are now
being made to screen chemical libraries on whole animals. One of the most commonly used
animal model in biology is the murine model Mus musculus. However, its cost limit its use in
large-scale therapeutic screening. In contrast, the nematode Caenorhabditis elegans, the fruit
fly Drosophila melanogaster, and the fish Danio rerio are gaining momentum as screening
tools. These organisms combine genetic amenability, low cost, and culture conditions that are
compatible with large-scale screens. Their main advantage is to allow high-throughput
screening in a whole-animal context. Moreover, their use is not dependent on the prior
identification of a target and permits the selection of compounds with an improved safety
profile. This review surveys the versatility of these animal models for drug discovery and
discuss the options available at this day.

Keywords: Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Danio rerio, high
throughput screening, drug discovery, chemical genetics, disease, drug target.
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Introduction

During the last two decades, drug research has been
subject to major mutations. Entire genome sequencing,
DNA microarrays, miniaturization, informatics and
robotics have drastically changed the approach of this
art. Pharmaceutical companies were the first to fully
combine these emerging technologies and knowledge
to establish robust methods for drug discovery (fig.
1.1). One is called High Throughput Screening (HTS)
and consists in random screens of compounds to find
hits showing an activity or an affinity on a selected
target and/or in a model considered representative of a
disease (Spring, 2005). This approach has contributed
to identify therapeutic compounds, pathway, cell
functions, chemical probes, with the ultimate goal of
comprehensively delineating relationships between
chemical structures and biological activities. Another
one is called virtual screening and consists in in silico
intelligent drug design against characterized targets
(Bajorath, 2002).

Despite numerous successes, the pharmaceutical
industry is experiencing a slow-down in the
development of new and innovative medical products,
due to three major reasons. First, these methods are
roughly reliant on the existence of identifiable and
screenable targets (Lindsay, 2003). Despite a wealth of
information about normal physiology and disease
pathology, it is still difficult to predict which targets
will effectively reverse a disease phenotype ; this fact
is particularly true for loss-of-function disease where
the identification of pharmaceutically relevant targets
is often difficult (Segalat, 2007b). Secondly,
mechanisms involved in some diseases cannot be
reproduced in vitro. Cells and tissues are
physiologically connected and this interplay may be
crucial in the evolution of some disorders. Third, most
of the hits generated by traditional screening turn out
to be invalid once tested in mouse, resulting in a waste
of funds and efforts. Absorption, solubility,
distribution,  metabolic  stability, toxicological
problems in later animal studies present numerous
difficulties which turn to a dead-end for most hits
(Bleicher et al., 2003).

To by pass these limitations, efforts are now being
made to screen chemical libraries on whole-animals
(fig. 1.2). In medical sciences, the mouse Mus
musculus is one of the most commonly used animal
model due to its genetic, physiological and anatomical
similarities to the human system (West et al., 2000).
However, its cost limit its use in large-scale therapeutic
screening. On the contrary, with the development of
robotic and automated imaging, several tiny animal
models, like C. elegans, D. melanogaster and D. rerio,
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are gaining momentum as screening tools for drug
discovery (Lieschke et al., 2007; Segalat, 2007a).
These organisms combine genetic amenability, low
cost, and culture conditions compatible with large-
scale screening. Their main advantage is to allow high-
throughput screening in a whole animal context.
Moreover, their use is not dependent on the prior
indentification of target.

Finally, these new pharmaceutical screening tools will
allow 1) the identification of new active compounds
that may eventually be validated on mammals (fig.
1.2), 2) the identification of unsuspected targets and/or
molecular mechanisms which could be used in
traditionnal HTS based on target binding or function
(Fig. 1.3), 3) the generation of supplementary
information which can turn useful to establish a
database linking phenotypic activity to chemical
structure.

This review discusses the versatility of these models
for drug discovery, and try to make an overview of the
options currently available at each step of the
screening process.

Model attributes overview

C elegans was introduced by Sydney Brenner in the
1960s as a model organism to study animal
development and the nervous system. Since, this little
worm has led to landmark discoveries on many
molecular mechanisms such as cell death, ageing,
development, and neuronal function (Kenyon, 2005;
Lendahl et al., 2002; Putcha er al., 2004). It has also
been used as a model for host-pathogen interactions
and for neurotoxicological research (Leung et al.,
2008; Moy et al., 2006; Peterson et al., 2008). Its
genome is fully sequenced and more than 50% of
human genes have a C. elegans counterpart (Harris et
al., 2004). Several human diseases can be recapituled
in this model by knocking down a selected gene or by
expressing a deleterious version of it. Unfortunely, the
absence of tools to perform targeted mutations
complexify this approach. However, many strains have
already been generated by large-scale mutagenesis and
are available at the Caenorhabditis Genetics Center
(CGC) (table 1). Indeed, the conservation of such
strains are easy and systematic since C. elegans can be
stored indefinitely by cryo-conservation (Stiernagle,
2006). In parallel, the NemaGENETAG project has
generated a large collection of 14,000 transposon-
tagged mutants strains which can be obtained upon
request (Bazopoulou et al., 2009). Additionally,
double-stranded RNA-mediated interference (RNAI) is
an alternative and useful method for gene disruption in
C. elegans (Fire et al., 1998). Moreover, several
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genetic tools have been developped to generate
genetically engineered strains, like transgenesis or the
MosTIC technology (Rieckher et al., 2009; Robert et
al., 2009). Finally, the Wormbase website allows
access to an exhaustive database containing
comprehensive data on gene structures, mutants and
RNAi phenotypes, microarray data, protein-protein
interactions, and more (Chen et al., 2005).

Moreover, due to its little size, its short life cycle, its
simple growth conditions and its low-cost, this animal
has extensively been used in large-scale genetic
screens (Bazopoulou et al., 2009; Sugimoto, 2004).
The adult C. elegans reach ~Imm in long and ~80 ym
in diameter, whereas embryos are about ~50 ym long
and ~30 pm in height. This little size allow the use of a
specific automated pippeting system at all
developmental stages (see below). Animals can easily
be cultived in multi-well plates in agar or liquid
medium with a diet of Escherichia coli. Its rapid life
cycle is temperature-dependent (3.5 days at 20°C)
which is convenient for experiment planification.
Moreover, its optically transparent body allow to
detect functional and morphological changes without
having to kill or dissect the organism.

Despite these advantages for modeling molecular
disorders and for large-scale screening, C. elegans has
several drawbacks. The major one is that some
diseases cannot be reproduced because the animal does
not have the corresponding genes or organs. In this
case, an alternative could be the fly Drosophila
melanogaster or the fish Danio rerio, closer to
mammals in the evolutionary tree.

The fruit fly D. melanogaster was introduced as an
animal model in the beginning of the 20th century. D.
melanogaster has typically been used over the years
for genetics, development, signal transduction and cell
biology studies, but has also recently been employed
for pharmacological research purposes (Arias, 2008;
Manev et al., 2004). The entire Drosophila genome
has been sequenced and annoted, and more than 60%
of human genes have functional orthologs in D.
melanogaster (table 1) (Bernards et al., 2001; Bier,
2005; Celniker et al., 2003). Over 75% of the human
disease genes in the Online Mendelian Inheritance in
Man database present strong protein sequence
conservation with D. melanogaster genes (Reiter et al.,
2001). Then, this animal model has become a popular
organism for studying human diseases (Botas, 2007;
Doronkin et al., 2008). D. melanogaster also benefit
from a comprehensive range of methods for carrying
out molecular genetic research such as mutagenesis,
RNAIi and transgenesis (tablel) (Matsushima et al.,
2007; Venken et al., 2005). Moreover, there are
several efforts under way to mutate every predicted
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gene. Although D. melanogaster cannot be conserved
frozen, it is easy to maintain, and thousands of strains
are available from the Bloomington stock center
(Matthews et al., 2005). Additionaly, an exhaustive
database information relative to its genetics and its
molecular biology is freely available (Drysdale, 2008).
Indeed, the FlyBase database contains detailed
phenotypic reports for over 2500 mutants and more are
characterized every year.

Its size, although larger than C. elegans, allow
manipulation of its eggs and its embryos (~100pm)
with a specific pipetting automate (see below).
Although D. melanogaster has already proven its
potential for large-scale genetic screening, this animal
cannot be grown in liquid medium which limit its use
in HTS (Nagy et al., 2003; Nusslein-Volhard et al.,
1980). However, more and more chemical screens take
advantage of it (Nichols, 2006; Segalat, 2007a;
Whitworth et al., 2006).

The high degree of functional conservation in cell-
biological processes between mammals and
invertebrates suggests that diseases resulting from
disruption of conserved cellular processes can be
recapituled at a genetic and molecular level in flies and
worms. However, one has to keep in mind that the
anatomy and physiology of invertebrates are
significantly different from those of humans and that,
as a consequence, these animals can produce only a
partial picture of the human symptoms. On the
contrary, the zebrafish (Danio rerio) is a vertebrate
model which is more similar to humans. During the
last 20 years, this tropical aquarium fish was almost
exclusively used to study organ development
(Grunwald et al., 2002; Streisinger et al., 1989).
Indeed, it was established as a model to bridge the gap
between worm/fly and mouse/human for understanding
embryonic development. Its interest for research
increased substantially approximately 10 years ago,
following the demonstration that it was amenable to
large-scale forward genetic screens (Eisen, 1996). This
resulted in the characterization of an exceptionally
large number of genes involved in vertebrate
pathways, and contributed to the establishment of the
zebrafish as a relevant model for human diseases and
pharmaceutical research (Alestrom et al., 2006;
Driever et al., 1996). Moreover, the zebrafish genome
has now been sequenced, and is part of a large
database freely available at the Zebrafish Information
Network (ZFIN) and at the FishMap website (Meli et
al., 2008; Sprague et al., 2003). Additionaly, ZFIN
provides exhaustive information to serve the needs of
the research community, such as methods, anatomical
descriptions, developmental processes, mutants
phenotype and more. Finally, working closely with
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ZFIN, the Zebrafish International Resource Center
(ZIRC) maintain numerous zebrafish strains and frozen
sperm which can be obtained upon request (Henken et
al., 2004). Unfortunately, the number of available
mutant strains with respect to the number of genes is
still limited. The genetic resources for zebrafish
continue to expand steadily with the existence of
hundreds of genetic mutants from large scale
mutagenesis experiments, the availability of transgenic
morpholino knock-down techniques and of the
Targeting Induced Local Lesion In Genome
(TILLING) and other genetic manipulations such as
the sleeping beauty transposase system which allow
gene insertion under the control of tissue- and/or time-
specific promoters (table 1) (Davidson et al., 2003;
Esengil et al., 2008; Nasevicius et al., 2000; Ogura et
al.,2009; Wienholds et al., 2002).

An attractive feature of zebrafish assays for
pharmacology  investigations is  the  optical
transparency of its embryos and its larvae which allow
in vivo observation of morhological defects. Moreover,
in contrast to rodents, the zebrafish embryos develop
externally from the mothers and most of the internal
organs, including the cardiovascular system, gut, liver,
kidney and muscle develop rapidly in the first 24-48
hours (Westerfield, 1995). Then, a wide range of
biological and disease process may be studied at an
early developmental stages (Chico et al., 2008). In
addition, the zebrafish embryo is small (5 mm at 7
days post fertilization), inexpensive, hardy, and easy to
produce in large numbers. Then, screens may be
conducted in microtiter plates (Barros et al., 2008;
Hong, 2009).

Screen for what ?

HTS with whole animals can be subdivided in two
distinct approaches (fig. 2). The first approach is
comparable to the classical forward genetic screens
which consist in random genetic modifications of wild-
type animals by mutagenesis. Similarly, chemical
libraries may be tested on wild-type animals for their
ability to produce a particular phenotype such as slow
growth, lethality, uncoordinated movement,
morphological defects and more (fig. 2.a). In contrast
to traditionnal biochemical assays that focus on
specific molecular targets, a screen based on a
phenotypic observation has the advantage of being
independant of the specific molecular target involved.
Then, depending on the end-point measure (readout), a
large variety of bio-active molecules may be detected
in the same screen. Additionally, experiments could
further lead to the identification of unsuspected targets
(see below) (Artal-Sanz et al., 2006; Perrimon et al.,
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2007). An example of this approach is well illustrated
by the screen made by Kwok et al. which screened
14,100 small molecules for bioactivity in wild-type C.
elegans and identified 308 compounds that induce a
variety of phenotypes, including slow growth,
uncoordinated movements, and morphology defects
(Kwok et al., 2006). One of these compounds, named
nemadipine-A, induces morphology and egg-laying
defects. Through a genetic suppressor screen, Kwok et
al. further identified egl-19, a calcium channel, as the
sole candidate target of this compound in C. elegans
(Burns et al., 2006). Moreover, by showing that
nemadipine-A can also antagonize vertebrate L-type
calcium channels, they demonstrated the relevance of
this approach for drug discovery.

The second approach consists in testing chemical
libraries for their ability to reverse an abnormal
phenotype to the wild-type phenotype (fig. 2.b). HTS
is performed on animals that reproduce a disorder or at
least, some features of it. For this purpose, mutants
strains which mimic human disease are already
available or may be generated by mutation,
transgenesis or in certain case by chemical treatments
(table 2). As an example, C. elegans and D.
melanogaster models of Alzheimer's, Parkinson's and
Huntington's disease are available and are being
exploited (Kuwahara et al., 2008; Link, 2006; Nichols,
2006). In the case of Alzheimer, loss-of-function
mutations in C. elegans homologs of presenilin cause a
defect in egg-laying (Smialowska et al., 2006). Then,
the amount of eggs layed may be quantitated to
monitor the therapeutical potential of chemical
compounds. Comparably, amyloid deposits may be
observed in transgenic C. elegans expressing the
human p-amyloid peptide (Link, 2006). Since this
accumulation induces a paralysis phenotype, a screen
based on a locomotion readout could be designed (see
below). Similarly, since C. elegans is killed by many
pathogens such as Pseudomonas aeruginosa, Serretia
marcescens, Salmonella enterica, Staphylococus
aureus and Streptococcus pneumoniae, a basic screen
based on survival may lead to the identification of new
anti-microbials agents (Moy et al., 2006; Sifri et al.,
2005; Tenor et al., 2004). Finally, in a more subtil
approach, the help of fluorescent markers is an
additional way of measuring a disorder parameter.
Like C. elegans, many mutants and transgenic strains
of D. melanogaster present relevant defects that may
be used to design a screen (table 2). Nevertheless,
culture conditions of D. melanogaster limit its use to
embryos in an HT'S process.

Although invertebrate models present a high degree of
functional conservation with human (table 1), they
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often show a partial picture of human processes and, in
certain cases, cannot reproduce the disorder since they
do not have the corresponding gene and organ. To by-
pass this drawback, the vertebrate fish D. rerio could
be an alternative, in particular in immunity and
cardiovascular disorders, but also in inflamation and in
cancer (table 2). For example, zebrafish develops
malignant tumours in response to mutagens,
carcinogens or by gene mis-expression (Beckwith et
al., 2000; Mizgireuv et al., 2006; Spitsbergen et al.,
2000). Inducing malignancy in transgenic fish carrying
oncogenes with fluorescently tags, or fish with
appropriate fluorescently marked cell types, results in
fluorescent tumours, allowing recognition of tumour
onset, location and the estimation of tumour bulk
(Langenau et al., 2005a; Langenau et al., 2005b;
Langenau et al., 2003). This feature, coupled with the
optical transparency of its larvae, may be used in large-
scale screens to identify enhancers or suppressors of
tumours (Stern et al., 2003). Similarly, even if
zebrafish do not spontaneously develop cardiovascular
diseases analogous to those seen in humans, some
related mechanisms may be modeled in zebrafish
embryos such as cardiomyopathy, thrombosis,
arteriogenesis and cardiac regeneration (Chico et al.,
2008). Unfortunaltely, at this day, the lack of
appropriate tools for automated manipulation and
analysis limit the throughput of screens based on the
zebrafish model.

Finally, in comparison with D. melanogaster and D.
rerio, an advantage of the C. elegans model for
modeling molecular disorders is the possibility to
interfere with almost any gene function at any time in
its life cycle by delivering RNAi by feeding (Timmons
et al., 1998). Therefore, chemical screens with
essential genes are also possible with this model. For
this purpose, a C. elegans RNAi feeding library could
be obtained from the Geneservice company
(Cambridge, UK). This library consists of 16,757
bacterial strains dispensed in 384-well plates, which
cover 87% of C. elegans genes. Since RNAIi is
delivered by feeding, it is easy to incorporate it in an
HTS process in combination with chemical
compounds. One has to keep in mind that RNAi is
poorly active on the nervous system of C. elegans,
whereas a lot of molecule may act in this way.
However a recent study showed that this limitation
could be overturned by using a specific strain
(Kennedy et al., 2004). Indeed, Seiburth et al. used an
eri-1 ; lin-15B strain to perform a large-scale RNAi
screen that identified more than 100 novel genes
involved in synaptic transmission (Sieburth et al.,
2005).
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Options in process design

Defining a relevant model is a crucial step for the
success of a screening campaign. In addition, to
identify hits among the multitude of tested compounds,
a screen must generate comparable, homogeneous and
reliable data. Moreover, it needs to be done in an
automatic manner to allow a high-throughput (Zhang
et al., 1999). Even if small animal models have already
proved their versatility for large-scale studies,
scientists usually manipulate these organisms by
manually  collecting, sorting, and transferring
individual animals. As a result, large-scale screens
often take months or even years, increasing the risk of
generating heterogeneous and non-quantitative data.
Indeed, whole-animal screens are much more difficult
to automate than in vitro screens. Animals size is not
suitable with traditionnal HTS equipment, and culture
volumes are often incompatible with large-scale
chemical screens. However, emerging methods where
culture is done in minute volumes in 96- or 384-well
plates, coupled with the development of robotics, open
the way to new possibilities (table 1) (Lehner et al.,
2006; Murphey et al., 2006; Pulak, 2006; Vogt et al.,
2009). For example, the development of the COPAS
Biosort (Union Biometrica, MA, USA), which allows
the automatic dispensing of precise numbers of
animals into multiwell plates, minimize the initial
manipulation of individual animals and therefore
dramatically increases the quality and the throughput
of the screen. Indeed, the COPAS, like a flow-through
sorter, can rapidly sorts objects based on several
criteria including length, optical density, and several
channels of fluorescence (Pulak, 2006). Although all
C. elegans stages can be manipulated with this
machine, only eggs and embryos of D. melanogaster
and D. rerio can.

Another important point of the assay design is the
compounds concentration. This question is well
debated for in vitro- or cell-based assays. On the
contrary, in the case of whole animals, since the target
is not always known and the treatment usually
delivered through the media, it is difficult to accurately
predict the range of doses which have to be tested.
Compounds penetrate by both ingestion and diffusion
through the animal epiderm (Kaletta et al., 2006).
Indeed, the concentration of a given compound within
the animals cannot be predicted and it varies
depending on the chemical properties of the
compound. As a consequence, negative results cannot
be interpreted because it is hardly possible to
determine if a negative result is due to poor
penetration, docking problems, or a true absence of
biological activity in the model. It is particularly true
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for the C. elegans model, which is surrounded by a
thick cuticle which provides protection from
environmental chemicals (Page et al., 2007). A recent
study evaluated that the absorbed concentration of the
5-hydroxy tryptophane is approximately 100 to 1,000x
lower than in the medium (Carre-Pierrat et al., 2006).
To avoid missing hits, a conceivable approach may be
to test compounds at several concentrations, defined by
preexisting data and by the molecular properties of the
chemical library. If the number of assays are limited,
the compounds may be tested at a high concentration
in the medium. With this approach, a lot of of
compounds will display a toxic activity, but they could
be further re-tested at a lower concentration.

Options for automatic and quantitative

read-out ?

Another crucial step which has a profound effect upon
the quality of the information produced, and upon the
throughput, is the output measure (the readout). Since
a machine is not appropriate to detect the unsuspected,
whole animal screening have often relied on laborious
observation and manual scoring by small teams of
highly trained students and postdocs (Evanko, 2006).
Moreover, data generated were often non quantitative
and ambiguous. For example, a recent study described
a valuable procedure to screen molecules for their
ability to induce a phenotype, nevertheless, their
thoughput was hampered due to the manual
interpretation of the data (Burns et al., 2006). In this
study, C. elegans larvae were deposited using the
COPAS biosort into 24-well plates on top of the agar-
chemical mixture. Three to five days later, images of
the wells were acquired and archived using a
HiDI2100 automated imaging system. With this
automated method, up to 2,400 compounds per week
could be screened. Unfortunately, in absence of robust
statistical methods to extract data, phenotypes had to
be characterized from the archived images which was
not better or more rapid than manually scoring
phenotype at the dissection microscope. Moreover, the
manual interpretation of the data was ambiguous and
non quantitative. There is thus a need for more rapid,
and more consistent, methods for scoring phenotypes.
It is obvious that the ultimate goal of the
automatisation will be to attempt a comprehensive
description of all "observable perturbation" using a
large list of numerical parameters. This approach is
very complex, it will be highly demanding of
programming skills and need considerable progress of
the current automated imaging systems. However,
several methods already exist at this day to measure
the switch between abnormal phenotype to wild-type
phenotype, or reciproquely (table 3).
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As an example, Gill et al. have developed a method to
study the life span of worms. This "survival assay"
combine automated worm-handling technology with
automated real-time fluorescence detection (Gill et al.,
2003). To measure nematode death, they added to the
culture the fluorescent dye SYTOX, a nucleic acid
stain that binds to DNA in damaged cells. Then,
fluorescence was measured using a traditional
fluorescence plate reader, allowing the quantification
of the amount of dead worms per well. This approach
may, in principle, be applied to the identification of
pharmacological agents that extend life span of worms
or kill them, as well. Additionnaly, with addition of
pathogens in the culture, this method may be used to
screen for anti-microbial or anti-fungal compounds.
The same approach coud be developped for D.
melanogaster et D. rerio (Gerhard, 2007; Kang et al.,
2002).

With traditional equipment, several other events may
be measured in an automatic manner. For example, to
measure egg-laying behavior of C. elegans, a
pharmaceutical company has developped an indirect
method, called the "chitinase assay" (Ellerbrock et al.,
2004). It consists of measuring the chitinase activity
that is released from the eggs by hatching larvae.
Therefore, this activity reflects the amount of hatching
larvae per well. Since many disorders models, like
neurodegenerative  disorders, affect egg-laying
behavior of C. elegans, this rapid measure could be
used to monitor the efficiency of the compounds
(Briese et al., 2009; Liau et al., 2007; Smialowska et
al., 2006). Nevertheless, one has to keep in mind that
the more indirect the observation is, the more false
negative are expected.

Additionally, neuro-degenerative, neuro-muscular, and
several other disorders often result in locomotion or
behavioral defects in these models (table 2). Since this
type of injury is particulary relevant to human disease,
different teams have developped systems to monitor
locomotion and behavior in an automatic and
quantitative manner (Buckingham et al., 2008; Ramot
et al., 2008; Restif et al., 2008; Tsechpenakis et al.,
2008; Tsibidis et al., 2007). As an example, a worm-
tracker system called the "thrashing assay" is used to
evaluate the effect of drugs and mutations on
locomotion (Tsechpenakis et al., 2008). Nevertheless,
these worm-trackers avoid excessive computational
demand by extracting a limited set of features and are
time-consuming at this day. In parallel, similar efforts
are being made by Drosophila and Zebrafish
laboratories (Branson et al., 2009; Creton, 2009;
Dankert et al., 2009; Flinn et al., 2008; Hicks et al.,
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2006; Reiser, 2009; Rosato et al., 2006; Sharma et al.,
2009; Winter et al., 2008).

Additionally, the optical transparency of the C. elegans
body, the D. melanogaster embryos and the D. rerio
larvae allows in vivo vizualisation and tracking of their
cells, tissues and fluorescent markers. Furthermore, the
known and invariant cell lineage of C. elegans may be
used to establish robust and accurate measurements.
Indeed, C. elegans is composed of 959 somatic cells
including muscles cells (111), neurons (302), intestine
(34 cells), epidermis (213 cells), which are not able to
regenerate (Harris et al., 2004). Although this last
feature is advantageous for quantitative measurements,
it may also be seen as a drawback since many diseases
may be treated through the regeneration process.

As example of this approach, mutations in the C.
elegans homologue of the human dystrophin, a protein
involved in the Duchenne muscular dystrophy, result
in a progressive paralysis phenotype (Gieseler et al.,
2000). Since this paralysis is due to a muscle
degenerescence, the use of fluorescent markers under
the control of a muscle-specific promoter allow to
monitor, in vivo, the degree of injury without having to
estimate the locomotion or to perform a muscle-
specific staining (figure 3). Then, with appropriate
equipment, the fluorescent pattern of each animals may
be collected to establish a quantitative measurement of
the muscle degeneresence (figure 3). Two systems are
available at this day to monitor the fluorescent profile
of C. elegans. The first one is the multi-well plate
reader of the COPAS biosort which has been
previously described (Pulak, 2006). The second one
consists in a high-speed microfluidic analyser that can
isolate and immobilize C. elegans animals in a well
defined geometry. Then, fluorescent profiles may be
recorded at a subcellular resolution in physiologically
active animals (Rohde et al., 2007). Although this
recent technology has been designed for sorting, it is
attractive for phenotypic analysis at a cellular and
subcellular level.

The same strategy may be applied to D. melanogaster
and D. rerio in their early stages (table 3). For
example, several teams use fluorescent marker coupled
to automated imaging systems and artificial
intelligence-based image analysis to track the
angiogenesis process and find compounds which
modulate it (Tran et al., 2007; Vogt et al., 2009).
Furthermore, their results demonstrated that it is
feasible to adapt image-based high-content screening
methodology to measure complex whole organism
phenotypes in an automatic manner. Another example
is described by Burns et al. who developed a rapid
assay to quantify the effect of novel drugs on heart rate
by generating transgenic zebrafish with fluorescent
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cardiomyocytes. Embryos were distributed in 96-well
plates and the heart rate of individual animals was
measured by an automated imaging system (Burns et
al.,2005).

After the screen ?

One of the concerns of using small animal models for
drug discovery is the determination of the effective
dose for a lead compound. Dose-response experiments
are easily feasible but one has to keep in mind that the
compounds are provided to the animals through the
media (Kaletta et al., 2006). To meet this challenge,
the results obtained using with these models will have
to be linked to data obtained on laboratory rodents and,
when possible, in humans. It is too early to establish if
the range of doses to be tested in mammals can be
extrapolated from data obtained on C. elegans, D.
melanogaster and D. rerio. Furthermore, it may be
different for each drug. At this day, the confirmation in
mammals remains essential. Indeed, mammalian
models will remain necessary in drug development to
answer fundamental questions of drug pharmacology
and toxicity.

For the future of drug discovery, the identification of
novel targets seems critical. Then, the flexibility of
small animal models is a powerful tool to rapidly
understand the mechanism of action of each lead at a
low cost (Artal-Sanz et al., 2006; Kaletta et al., 2006).
Several approaches may be used to determine the
targets and modes of action of active compounds, such
as candidate-based approaches, affinity
chromatography coupled to mass spectrometry, micro-
array technologies and more global approaches like
genome-wide RNAi screen, random mutagenesis or
metaboprofiling studies (Blaise et al., 2007; Blaise et
al., 2009; Kaletta et al., 2006; Lehner et al., 2006;
Sleno et al.,2008).

For example, a screen of a collection of 1,000 already
approved compounds conducted on the C. elegans
model of dystrophin deficient muscular dystrophy led
to the identification of several new active compounds
(L. Segalat, unpublished results). Two of the most
active hits obtained in this screen were methazolamide
and dichlorphenamide, which are sulfonamides. Since
this class of chemicals is known to be strong inhibitors
of human carbonic anhydrase enzymes, implication of
these enzymes was investigated in the worm
(Giacomotto et al., 2009). For this prupose, RNAi
experiments against all putative carbonic anhydrase of
the worm were performed, and conducted to identify
CAH-4 as the sole target among the 6 carbonic
anhydrase of the worm.
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Alternatively, in the absence of candidate genes, the
use of a global approach such as large-scale
mutagenesis or genome-wide RNAi screens is an
option which may rapidly conduct to the identification
of potential targets. For example, since RNAi can be
delivered by feeding in C. elegans, a secondary RNAi
screen -based on the process used for hit identification-
may be run in which C. elegans genes are tested one
by one for their ability to modify the response to the
drug. Then, candidate genes are identified by their
ability to induce a resistance or a hypersensivity to the
hit when inactivated (Burns et al., 2006). The major
drawback of this method is that the process needs
considerable amount of chemicals.

Translation to human

How predictable are the findings made on model
organisms such as C. elegans, D. melanogaster or
Danio rerio, when it comes to treating humans ?

One has to keep in mind that the anatomical and
molecular differences of small model organisms with
humans may cause the elimination of a significant
fraction of the hits generated. At this date, the question
of hit predictability in this strategy cannot be answered
because there is not enough feedback. One may
imagine that the number of compounds which can be
translated to human may not be much higher than the
attrition rate seen with cellular screens. Along the same
lines, the targets identified in these models might help
to understand normal and disease biology of these tiny
animal but not necessarily be relevant for human.

The lead-to-drug bottleneck, which remains a critical
problem of today's drug discovery, will likely not be
alleviated by screening on small model organisms.
These models should be viewed as complementary
alternatives to cellular or in-vitro screening devices,
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Table 1: Overview of animal models characteristics for drug discovery.

+,++,+++,++++, relative strength of the model in each category. CGC : Caenorhabditis Genetics Center, BDSC :
Bloomington Drosophila Stock Center, ZFIN : Zebrafish Information Network, ZIRC : Zebrafish International
Resource Center.
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Table 2: Example of disease models showing quantifiable defects.

Disease or disorder Example of model Quantifiable phenotype / defect Ref

Alzheimer's Disease

C. elegans Transgenics : Human Beta-amyloid expression Paralysis due to amyloid deposit Link, 2006
Mutants : sel-12, homologue of Human presenilin Egg-laying defect Smialowska et al., 2006

D. melanogaster Transgenics : Human Beta-amyloid expression Progressive locomotor defects, premature death Nichols, 2006

D. rerio Knockdown : Zebrafish psenl or psen2 morpholinos injection Developmental and morphological defects Nornes et al., 2009
Knockdown : Zebrafish pen-2 morpholinos injection Neuronal cells loss Campbell et al., 2006

Parkinson's Disease

C. elegans Transgenics : Human Alpha-synuclein expression Locomotor defects, dopaminergic cell loss Kuwabhara et al., 2008

D. melanogaster Transgenics : Human Alpha-synuclein expression Locomotor defects Nichols, 2006

D. rerio Knockdown : Zebrafish parkin morpholinos injection Dopaminergic cell loss Flinn et al., 2009

Chemical Treatment : PD-inducing neurotoxins
Duchenne Muscular Dystrophy

C. elegans Mutants

D. melanogaster

D. rerio
Spinal Muscular Atrophy
C. elegans Mutants

: dys-1, homologue of human dystrophin
RNAI : Reduction of all dystrophin isoform expression

Knockdown : Zebrafish dystrophin morpholinos injection

:smn-1 , homologue of human SMN

RNAI : Reduction of smn-1 expression

D. melanogaster Mutants
D. rerio

Other muscular disorders

C. elegans Mutants :

D. melanogaster Mutants

D. rerio Mutants :
Mutants :

Cancer

D. rerio

Transgenics : Human BRAF melanocyte-specific expression

: Smn, homologue of human SMN
Knockdown : Zebrafish Smn morpholinos injection

unc-52 , homologue of Human Perlecan

: Drosophila Delta-sarcoglycan

Zebrafish laminin a2 (sapje or candyfloss)
Zebrafish ryr1b, homologue of human RYRI1

Transgenics : Mouse c-myc expression

Chemical carcinogen exposure

Fat metabolism

C. elegans

D. melanogaster

D. rerio

Pathogen / Immunity
C. elegans

D. melanogaster

D. rerio

Mutant : daf-2
Mutants : Adp (Adipose)
Transgenics : AgRP overexpression (Agouti-related Protein)

A variety of Human pathogens
Tuberculosis-like disease (Mycobacterium marinum)
Streptococcal infections (Streptococcus iniae)

Behavioral and locomotor defects

Progressive muscle degeneration and paralysis
Progressive muscle degeneration and increased
pupae lethality

Locomotor and morphological defects

Locomotor defects, pharyngeal pumping defects
Egg-laying defect

Larval lethality and developmental defects
Embryonic lethality and developmental defects

Progressive paralysis

Reduced life span and locomotor defects
Progressive detachment of muscle fibres
Locomotor defects (Slow swimming behaviour)

Lethal acute lymphoblastic leukemia
Malignant melanoma

Assorted tumours (Sarcoma, seminoma...)

Fat accumulation
Fat accumulation and sterility
Fat accumulation

Premature death
Premature death
Premature death

Table 3 : Example of automated phenotypic observation.

Example of observation

Example of automatic readout

Bretaud et al., 2004

Gieseler et al., 2000
van der Plas et al., 2007
Guyon et al., 2003

Briese et al., 2009
Briese et al., 2009
Chang et al., 2008
Schmid et al., 2007

Rogalski et al., 2001
Allikian et al., 2007
Ingham, 2009
Ingham, 2009

Langenau et al., 2005a ;
Langenau et al., 2003
Patton et al., 2005

Beckwith et al., 2000 ;
Spitsbergen et al., 2000

Ashrafi et al., 2003
Schlegel et al., 2007
Song et al., 2007

Sifri et al., 2005
Dionne et al., 2003
Neely et al., 2002

References

C. elegans
Global picture of well
Life span / Death

Egg-laying
Locomotion

Fluorescent cells or tissues
D. melanogaster

Behaviour & Locomotion

Fluorescent cells or tissues
D. rerio
Histology overview
Locomotion / Behaviour
Fluorescent cells or tissues

Automated imaging of 24-well plate (solid media)
Measurement of fluorescent dye SYTOX (marker of nematode death)
Quantification of the chitinase released into the culture medium

Burns et al., 2006
Gill et al., 2003
Ellerbrock et al., 2004

Measurement of average speed and paralysis into 35 mm petri plates (solid media) Ramot et al., 2008 ; Tsibidis et al.,

Measurement of swimming into multiwell plate (liquid media)

Automated profiling of individual animals into multiwell plate (liquid media)

Quantification of locomotor activity rhythms
Measurement of jump reflex (habituation / learning)
Measurement of aggression and courtship

Measurement of locomotion and social behaviours

Automated imaging and analysis of Drosophila embryos

Automated process which generate digital larval slides for review and annotation
Analysis of location and orientation of zebrafish larvae into multiwell plate
Automated imaging and analysis of zebrafish embryos into multiwell plate

2007

Tsechpenakis et al., 2008 ; Restif
et al., 2008
Pulak, 2006 ; Rohde et al., 2007

Branson et al., 2009
Sharma et al., 2009
Dankert et al., 2009
Reiser, 2009
Pulak, 2006 ; Peng et al., 2007

Sabaliauskas et al., 2006
Creton, 2009 ; Winter et al., 2008
Vogt et al., 2009 ; Tran et al., 2007

; Burns et al., 2005
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Figure 1 : Whole-animal screening and drug discovery process. Black arrows (1) show a schematic view of the
different stages which came upon a drug discovery process based on traditional HTS. In the absence of target or in
complex mechanism, screen can hardly set up. (2, Blue line) An alternative may come from phenotypic chemical
screens with small animal models like C. elegans, D. melanogaster and D. rerio. (3, Red line) Identification of hits
in these models may reveals new molecular mechanisms and targets. The target could be further used in traditional

HTS. (4) C. elegans, D. melanogaster and D. rerio may also bridge the gap between traditional high-throughput
screening and validation in mammalian models.
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Figure 2 : HTS with whole animals can be separated in two distinct approaches. A. Hits are
selected for their ability to induce a phenotype in a wild type strain (growth, behaviour, morphology
defects or other detectable trait). B. Hits are selected for their ability to reverse an abnormal phenotype
to the wild-type phenotype. Once a bioactive compound is identified, the flexibility and the versatility
of these small animals models may rapidly conduct to understand the mechanism of action of each
lead at a low cost.
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Figure 3 : Example of disease model and engineering with C. elegans. Mutations in the C. elegans homologue of the
human dystrophin result in a progressive paralysis phenotype due to a muscle degenerescence. Traditionnally, this
phentotype is quantitated by manually scoring the number of absent muscle cells after labelling of actin fibers. However,
this approach is laborious and time-consuming. The use of a fluorescent marker under the control of tissue-specific
promoter allows the in vivo quantification of the disorder. Phenotype comparaison is possible with the COPAS Biosort
which records the fluorescence profile of individual animals (bottom panels).
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Annexe 1 : Crible DMD en plaques 24 puits (milieu solide)

Annexe 1 : Crible DMD en plaques 24 puits (milieu solide)

1. Jour 0 : Ponte

1.1. Placer 7 adultes 761 (gravides) sur boites fraiches.

1.2. Incuber les animaux a 15°C pendant 6 jours.

Rmgq : Arréter la culture quand les nouveaux adultes ont pondu (On veut uniquement des adultes et des ceufs... il
faut éviter d’avoir des vers de stades L1, L2)

2. Jour 1 : Stader les animaux pondus

2.1. Enlever les 7 adultes 761 déposés la veille pour stader les animaux pondus.

3. Jour 5 : Culture de E. coli (OP50)
3.1. Pour 4 plaques 24 puits, ensemencer un ERLEN de 200 ml de LB avec une anse de E.
coli (OP50).

3.2. Incubation a 37°C jusqu'a saturation (jour 6).

4. Jour 6 : Préparation des plaques de test, et culture.

Pour une plaque de drogues (80 drogues) :

4.1. Faire fondre du NGM et le laisser refroidir dans un bain-marie a 60°C.

4.2. Annoter les plaques 24 puits (4) et les feuilles de suivi.

4.3. Ajouter les drogues a tester dans les plaques 24 puits a raison de 10ul par drogue (4
plaques 24 puits pour une plaque de drogue 96 puits),

4.4. Ajouter 10 ul DMSO pour les témoins négatifs LS761 (A6 et B6).

4.5. Ajouter 10 ul de méthazolamide a 44 mg/ml (DMSO) pour les témoins positifs L.S761
(C6 et DO).

4.6. Solubiliser les drogues avec 1ml de NGM.

4.7. Recouvrir d’un film aluminium, puis vortexer pour homogénéiser.

4.8. Laisser solidifier 15 mn.

4.9. Centrifuger la culture de E. coli (200 ml de culture d’OP50 saturé) 5 mn a 5000 tr/mn.

4.10. Reprendre le culot de E. coli (OP50) avec Sml de M9.

4.11. Déposer 50u1 de cette préparation par puits et laisser sécher 1H sous une hote aspirante.

4.12. Récupérer les animaux (oeufs et adultes) issus des cultures préparées au JO (via pipette
pasteur et 1 ml de M9).

4.13. Filtrer cette population avec le « tamis a ceufs » (filtre 37um) pour séparer les adultes

des oeufs.
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4.14

Rmgq
culot

4.15
4.16

Annexe 1 : Crible DMD en plaques 24 puits (milieu solide)

. Vérifier la concentration en oeufs (Déposer 10ul du mélange M9/oeufs sur une boite

NGM classique sous la binoculaire).

: Si nombre d'oeufs est inférieur a 50 pour 10ul, centrifuger le mélange a 2000 tr/mn, 2 mn et reprendre le

avec un volume approprié de M9.

. Inoculer 10 wl du mélange M9/ceufs dans chaque puit.

. Cultiver les vers 8 jours dans une étuve a température constante (15°C).

5. Jour 14 : Analyse et sélection des hits

5.1.
5.2.

5.3.
5.4.

5.5.

6.
6.1.

6.2.
6.3.

6.4.
6.5.

6.6.
6.7.
6.8.
6.9.

6.10.
6.11.

6.12.
6.13.

6.14.

Sélectionner les puits positifs sous la loupe a fluorescence (Lumar V2)

Laver / collecter les puits positifs avec Iml de M9, et déposer le vers dans des tubes
eppendorf siliconés annotés.

Fixer les vers 1 heure avec 30 ul de formaldéhyde 37%.

Centrifuger les tubes 2 mn a 6500 rpm; retirer le surnageant et resuspendre les
nématodes avec 1 ml de M9.

Stocker les tubes a 4°C en attendant 1'étape de coloration de 1'actine.

Coloration de I'actine (validation) :

Centrifuger les tubes sélectionnés pour validation 2 mn a 6500 rpm; retirer le
surnageant et resuspendre les nématodes avec 1 ml de M9.

Ajouter dans chaque tube 1 mL d’acétone glacial (-20°C).

Incuber les tubes dans un bloc froid 2 minutes a -20°C, agiter plusieurs fois les tubes
pendant ce laps de temps.

Centrifuger les tubes 1 min. a 6500 rpm.

Rincer les culots de vers avec 1 ml de M9, centrifuger les tubes 1 min. a 6500 rpm et
répéter le ringage.

Centrifuger les tubes 1 min. a 6500 rpm.

Retirer le surnageant en laissant 500 pl de M9.

Ajouter 3 pl de conjugué phalloidine-rhodamine (300 U).

Incuber les tubes 2 heures sous agitation ménagée.

Laisser les vers sédimenter au fond du tube avant de centrifuger.

Centrifuger les tubes 2 min. a 6500 rpm, puis retirer le surnageant avec une pipette
Pasteur.

Rincer les animaux avec 1 ml de M9, répéter le lavage.

Retirer le surnagenant et monter les animaux entre lame et lamelle avec un liquide de
montage (ex: DAKO).

Stocker les lames a 4°C en attendant les observations microscopes.
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10g Bacto Tryptone
S5g Bacto Yeast extract
10g NaCl

H20 gsp 1 litre

M9 :
- 3 g KH2PO4
- 6 g Na2HPO4
-5 g NaCl
-1ml 1 M MgSO4
- H20 gsp 1 litre

- Stérilisation (autoclave)

NGM :

3g NaCl

17g Bacto-agar

2,5g Bacto-peptone

25ml KPO, (pH 6)

Iml Cholesterol (5mg/ml)
H20 gsp 1 litre
Autoclave 60 min

Iml CaCl, (1M)

Iml MgSO4 (1M)

Annexe 1 : Crible DMD en plaques 24 puits (milieu solide)
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Annexe 2 : CRIBLE SMA

Annexe 2 : CRIBLE SMA

1. Préparation des bactéries produisant les ARNdb (RNAI) :

1.1.  Inoculer des érlenes de LBAT avec les souches d’intéréts (1.4440, pos-1, smn-1).

s—> Incuber a température ambiante ON.

1.2. Le lendemain, ajouter de I'IPTG (1mM final) lorsque les cultures sont entre 0,4 et 0,6
de DO.
=—> Incuber a 37°C jusqu’a une DO de 0,8 a 1,2.

1.3.  Centrifuger les cultures par lots de 30ml pour SMN, 10ml pour L4440 et Pos-1 (5mn,
5000 rpm DTAMB), éliminer le surnageant et congeler les culots a -20°C.

2. Entretien des animaux PD4251 : (JO)

2.1. 4 jours avant le "start point" (JO), déposer 3 adultes PD4251 sur 5 a 6 boites NGM
classiques,

2.2. Incubation 6 jours a 23°C.

3. Start point : (J4)
3.1. Prendre pour deux plaques :
* Pipettes Multicanaux (300 et 10ul)
* 2 boites cones 200ul
* 2 boites cones 10ul
* 1 boite cones 300ul
* 2 plaques de drogues 96 puits centrifugées
* 4 plaques 96 puits greiner Bio-one fonds plats
* RNAI congeler (2x30ml SMN, 10ml L4440 et 10 ml POS-1)
* Aliquot Ampiciline 100mg/ml et IPTG 1M
* 2 x50ml M9
¢ Cholesterol Smg/ml

* 3racks
3.2. Décongeler / Resuspendre les bactéries RNAi dans du M9+ (2x30ml pour smn-1, 10

pour les autres) : M9+RNAI,

3.3. Annoter les plaques de cribles (2 pour une plaque de drogue), et la feuille de suivi,
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3.4. Pour une plaque de drogues (80 drogues), placer dans une des 2 plaques 96-puits tests :
* 300 x1 de M9+RNAI (multicanaux et cone 300ul) (Pos-1 : AI-DI1, L44 : Al2-
HI12, SMN : tout le reste)
* 3wl de drogues dans les puits tests (Répartition identique aux plaques meres)
et 3 ul de DMSO dans les puits témoins (AI-HI / AI2-HI12),

3.5. Transférer 150 pl vers la plaque « clone » apres avoir pipeté/refoulé,

3.6. Placer 3 larves L1 (pd4251) par puit avec le biosorter (Fichier NewL1settings),

3.7. Recouvrir la plaque avec un film poreux et placer un couvercle pour limiter
I’évaporation.

3.8. Incuber les plaques 6 jours a 23°C, agitation de 600<rpm<750 (Titramax 1000)

4. Readout : (J6)

4.1. Arrét des cultures. Vérifier 1'état des cultures, les puits témoins pos-1 doivent contenir
des oeufs non développés ; les puits L4440, des adultes F1 vigoureux ; les puits témoins
smn-1, 3 adultes FO et une tres faible quantité a une absence de descendance F1.

4.2. Noter manuellement les puits présentant des descendants sur la feuille de suivie
(Estimation qualitative).

4.3. Passer les plaques au « Biosort Reflex » (Fichier "SMN Reflex 800"), en enregistrant les
data dans un dossier annoté "Année-Mois-Jour".

4.4. Récupérer les data et les traiter avec le programme "SMN2.r" (logiciel R).

M9 : LBAT : Plaque 96 a utiliser:

-3 g KH2PO4 - 10g Bacto Tryptone Greiner bio-one

- 6 g Na2HPO4 - 5gBacto Yeast extract « CELLSTAR »

-5 g NaCl - 10g NaCl thermosoudable, a fond plat.
-1ml 1M MgSO4 - H20qgsp 1 litre Ref :655201 (Deutcher).
-H20 gsp 1 litre - Stérilisation (autoclave)

- Stérilisation (autoclave) - 100 pg/ml Ampiciline

M9+ : M9 - 125 pg/ml Tétracycline

Annexe 2 : CRIBLE SMA

- Cholesterol 2x (10pg/ml)

Stock a S5mg/ml

- Ampiciline (100 g/ml final)
- IPTG (1mM final)
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Annexe 3 : Programme informatique pour le traitement des données du crible SMA.

Annexe 3 : Programme informatique pour le traitement
des données du crible SMA.

#Initiali ion n n

COLOBS=11
COLOBSX=9

TOFMAX=1000

TOFMIN=40

EXTMAX=066000

PHGreenMIN=10000

NB_OBJETS_PAR_PUIT_MAX=80

NB_OBJETS_PAR_LIGNE_MAX= 8 * NB_OBJETS_PAR_PUIT_MAX
NBBARS=20

LIGNEMAX=8
COLMAX=12
MAXOBS=800
MINOBS=0
MAXOBSX=1000
MINOBSX=30

COLONNES=1:COLMAX
LIGNES=1:LIGNEMAX

#

#Recherch fichiers a traiter réation ier
pour sauver les résultats.

PLAQUE=file.choose()

DOSSIER=dirname(PLAQUE)

PLAQUES =list.files(path= DOSSIER,pattern="txt",full.names=T)
NOMS_PLAQUES=as.character(strsplit(basename(PLAQUES),".txt"))
dir.create(paste(DOSSIER,"/Figures"”,sep=""), showWarnings=F)
NB_PLAQUES=1ength(PLAQUES)

#

#L r 1 r ion bservation n
valeurs hors limi mpilation nné 1
1 ns la variable "tab"
for (k in 1:NB_PLAQUES)
{

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),read.table(file =
PLAQUES[k],sep="\t",h=TRUE,fill=TRUE))

#assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),read.table(file =
PLAQUES[K],sep="\t",h=TRUE, fi11=TRUE))

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep="")),g
et(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,9]<=TOFMAX))

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep="")),g
et(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,9]>=TOFMIN))

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep="")),g
et(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,10]<= EXTMAX))

255



Annexe 3 : Programme informatique pour le traitement des données du crible SMA.

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep="")),g
et(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,17]>= PHGreenMIN))

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep="")),g
et(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,2]!= "NA"))

Plaque=array(NOMS_PLAQUES[k],dim=c(dim(get(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[11D[1],1)D
assign(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep=""),cbind(get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep="")),P1
aque))
ifCk==1)
{
tab=get(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))
}
ifck!=1)
{
tab=rbind(tab,get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep="")))
}
}
TITRES_COLONNES=colnames(tab)

#TRIE DE DONNEE ELON LE PLAQUE LE LIGNE ET LE

LONNE lcul r ch i nombr 'obj bservé
la m nn rameétre m ré
for (k in NOMS_PLAQUES)
{
for(i in LIGNES)
{
assign(paste(letters[i],"_",k,sep=""),subset(get(paste("tab_", k,sep="")),get(paste("tab_",k,se

p=""))[,3]==LETTERS[i1))
for(j in COLONNES)

{
assign(paste(letters[i],j,"_",k,sep=""),subset(get(paste(letters[i],"_",k,sep="")),get(paste(l
etters[i],"_",k,sep=""))[,4]==3))

assign(paste("moy_",
TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",letters[i],j,"_",k,sep=""),mean(get(paste(letters[i],j,"_",k,sep=""))[,
COLOBST))

assign(paste('"nb_",letters[i],j,"_",k,sep=""),length(get(paste(letters[i],j,"_",k,sep=""))[,1]

))
}
}

}

#
#

#Regr men PLAQUE r ir
m=1

while (m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
i=1
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(i < length(LIGNES))
{

assign(paste(letters[i],"_",k,sep=""),subset(get(paste("tab_",k,sep="")),get(paste("tab_",k,se

p=""))[,3]1==LETTERS[i]))
i=1+1

assign(paste(letters[i],"_",k,sep=""),subset(get(paste("tab_",k,sep="")),get(paste("tab_",k,se
p=""))[,3]==LETTERS[1]))

assign(paste(letters[i/2],"_",k,"_",1,sep=""),rbind(get(paste(letters[i-
11,"-",k,sep="")),get(paste(letters[i],"_",k,sep=""))))
i=i+1
}
i=1
(i < length(LIGNES))
{

assign(paste(letters[i],"_",1,sep=""),subset(get(paste("tab_",1,sep="")),get(paste("tab_",1,se

p=""))[,3]==LETTERS[i]))
i=1+1

assign(paste(letters[i],"_",1,sep=""),subset(get(paste("tab_",1,sep="")),get(paste("tab_",1,se
p=""))[,3]==LETTERS[1]))

assign(paste(letters[(i+length(LIGNES))/2]," " ,k,"_",1,sep=""),rbind(get(paste(letters[i-
11,"-",1,sep="")),get(paste(letters[i],"_",1,sep=""))))
i=i+1

}

m=m+2
}
m=1
(m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
(i LIGNES)
{
(G COLONNES)
{

assign(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""),subset(get(paste(letters[i]," ", ,k,"_",1,sep=""))
,get(paste(letters[i],"_",k,"_",1,sep=""))[,4]1==3))
assign(paste("moy_",
TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=
"Y)[, COLOBS]))

),mean(get(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep='

assign(paste("nb_",letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""),length(get(paste(letters[i],j," " ", k,"_",1,
sep=""))[,11))
}

m=m+2
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#Définition label leur ition r_1'ax
abscisse pour la figure "nb vers et moyenne de TOF"

abs=abs2=NULL
absdax=seq(1,96,6)

for(i in 1: LIGNEMAX)
{
abs=c(abs,paste(letters[i], 1:12, sep=""))
abs2=c(abs?,paste(letters[i], c(1,7), sep=""))
}

#Pour chaque plaques: Compilation du nombre d'individu et de la moyenne du

m=1
while (m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
assign(paste("nb_" k,"_",1,sep=""),NULL)

assign(paste("moy_",TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",k,"_",1,sep=""),NULL)
for(i in LIGNES)
{
for(j in COLONNES)
{

assign(paste("nb_",k,"_",1,sep=""),c(get(paste("nb_",k,"_",1,sep="")),get(paste("nb_",letters[
i], 1: COLMAX,"_",k,"_",1, sep="")[31)))

assign(paste("moy_",TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",k,"_",1,sep=""),c(get(paste("moy_",TITRES_COLO
NNES[COLOBS],"_",k,"_",1,sep="")),get(paste("moy_",TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",letters[i], 1:
COLMAX,"_",k,"_",1, sep="")[31)))

}
}

m=m+2

}
#

#

# Création du PDF "nb vers et moyenne de TOF"

TITRE=paste(DOSSIER,"/FIGURES/","nb vers et moyenne de ", TITRES_COLONNES[COLOBS],".pdf",sep="")
pdf (TITRE,width=12 height=10)

m=1
while (m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
par(mfrow=c(2,1))
plot(get(paste("nb_",k,"_",1,sep="")),type="h" ,main=paste(k,"_",1," Nombre de vers par
puits"),xlab="puits",ylab="nb vers", col="red",xaxt="n",1lwd=3)
axis(1l,absdax,abs2)
top=max(get(paste("nb_",k,"_",1,sep="")))
#pas=(top-100)/10
#abline(h=seq(100,top,by= 100),1ty=3) #quadrillage horizontal

plot(get(paste("moy_" , TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",k,"_",1,sep="")),type="h" ,main=paste(Ck,"_",1
," Moyenne de ", TITRES_COLONNES[COLOBS] ,"par
puits"),xlab="puits",ylab=TITRES_COLONNES[COLOBS],col="green",xaxt="n",lwd=3)

axis(1l,absdax,abs2)

top2=max(get(paste("moy_" , TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",k,"_",1,sep="")))

#pas2=(top2-100)/10
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#ablineCh=seq(100,top2,by=-100),1ty=3)
m=m+2

}
dev.off()

#

# Création du PDF "Puits"

Puits=paste(DOSSIER,"/FIGURES/","Puits.pdf",sep="")
pdf(Puits,width=11,6height=8)

m=1
while (m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
for(i in LIGNES)
{
par(mfrow=c(3,4)) #1 feuille "3 x 4" par ligne
for(j in COLONNES)
{
affichl=subset(get(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""))[,
COLOBS],get(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""))[, COLOBS]<=MAXOBS)
affich=subset(affichl,affich1>=MINOBS)
affich2=subset(get(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""))[,
COLOBSX],get(paste(letters[i],j," " ",k,"_",1,sep=""))[, COLOBSX]<=MAXOBSX)

affich2=subset(affich2,affich2>=MINOBSX)
if(length(affich)!=0)
{

plot(affich2,affich,ylim=c(0,
1.1*signif(max(tab[,COLOBS]),digits=1)),breaks=seq(@,
1.1*signif(max(tab[,COLOBS]),digits=1),signif(signif(max(tab[,COLOBS]),digits=1)/NBBARS,digits=1)),xLlim=c(
0, 1.1*signif(max(tab[,COLOBSX]),digits=1)),main=pasteCk,"_",1," puit ",
LETTERS[1],j,sep=""),cex.main=0.8 ,x1ab=TITRES_COLONNES[COLOBSX],ylab=TITRES_COLONNES[COLOBS])

}
else
{
cat("Aucun éléments dans le puit ",letters[i],j," pour la plaque
"k,"",1,"\n",sep="") #prévient lorsque qu'il n'y a pas de donnés sur le puit.
}
}
}
m=m+2
}
dev.off()
#
#
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Annexe 4 : Crible Schwartz-Jampel

1. Préparer extemporanément la nourriture (OP50) :

1.1. Inoculer des "ERLEN" de LB avec la souche (OP50) utilisée au laboratoire
s>—> Incuber a 37°C ON

1.2. Le lendemain, attendre d'avoir une DO >1.2

1.3. Aliquoter la moitié de la culture a raison de 50ml dans des tubes 50ml (Corning
conical).

1.4. Centrifuger les tubes, Smn, a 5000 rpm (Beckman GS-15R, rotor S4180), éliminer le
surnageant.

1.5. Aliquoter le reste de la culture a raison de S0ml sur les culots déja obtenus.

1.6. Centrifuger les tubes, Smn, a 5000 rpm (Beckman GS-15R, rotor S4180), éliminer le
surnageant.

1.7. Les tubes 50 ml contiennent alors des culots issues de 100ml de culture. Marquer la

date et stocker les culots a -20°C.

2. Repiquer les animaux .S1095 : (J-6)
2.1. 6 jours avant le "start point" (JO), déposer 10 a 15 adultes LS1095 sur 10 a 15 boites

NGM classiques.
2.2. Incubation 6 jours a 23°C.

3. Repiquer les animaux PD4251 : (J-6)
3.1. 6 jours avant le "start point" (JO), déposer 3 adultes PD4251 sur 5 a 6 boites NGM

classiques.
3.2. Incubation 6 jours a 15°C.

4. Start point : (JO)

4.1. Préparer le matériel :
Pour 2 plaques de drogues (96-puits):

* 4 plaques 96 puits "greiner Bio-one" fonds plats.

* 2 plaques de drogues centrifugées.

* 2 tubes d'OP50 congelé (= 2X culot de 60 ml de culture OP50, DO >1,2).
e  2x 50ml M9.

¢ Cholesterol (5 mg/ml).

*  Micropipettes multicanaux 300u1 et 10ul.
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*  Micropipette P200.
* 1 boite cones 300ul.
* 2 boites cones 200u1.

* 2 boites cones 10ul.

4.2. Préparer le M9+ : Ajouter 100x1 de cholestérol (Smg/ml) pour 50 ml de M9 (10p g/ml
final)

4.3. Préparer le M9+(OP50-2X) : Resuspendre/Décongeler 100 ml de culots d'OP50 dans
50 ml de M9+. (concentrer 2X les culots)

"Pour quatre plaques 96-puits, 60 ml de cette culture suffit (300 u1 x 96 puits x 2 = 57.600 ml)"

4.4. Préparer les plaques de cultures (pour 2 plaques de drogues) :

4.4.1 Annoter les plaques de crible et une feuille de suivie.

4.4.2 Répartir le M9+(OPS50-2X) dans un rack.

4.4.3 Ajouter 300l de M9+(OP50-2X) dans chaque puits de deux plaques 96-puits "greiner
Bio-one" (multicanaux et cones blancs 300ul).

444 Ajouter 3 ul de drogues avec la micropipette multicanal (10xl) dans les puits
correspondants (Répartition identique aux plaques meres).

445 Transférer 150ul dans une plaque «clone » apreés avoir pipeté/refoulé avec la

micropipette multicanal (300u1).

4.5. Ajouter les animaux :
4.5.1 Récolter les animaux L.S1095 (4 boites de 6 jours a 23°C) avec du M9 et une pipette

pasteur. Déposer ses animaux dans la cup du sorter.
4.5.2 Placer dans les colonnes "1 a 11", 4 jeunes adultes L.S1095 par puit avec le biosorter
Fichier "LS1095 6Jours23"
4.5.3 Laver la cup du sorter.
454 Récolter les animaux PD4251 (2 a 4 boites de 6 jours a 15°C) avec du M9 et une
pipette pasteur. Déposer ses animaux dans la cup du sorter
4.5.5 Placer dans la colonne "12", 2 jeunes adultes PD4251 par puit avec le biosorter
Fichier "PD4251 6Jours23"
4.5.6 Recouvrir la plaque avec un film poreux et placer un couvercle pour limiter
I’évaporation.
4.6. Incubation 4 jours a 23°C, agitation de 600<rpm<750 (Heidolf Titramax 1000)

5. Readout : (J4)

261



Annexe 4 : Crible Schwartz-Jampel

5.1. Arrét des cultures :
Vérifier 1'état des cultures, les témoins doivent étre vigoureux avec une F2 au stade L1 et
maximum L2. Les LS1095 doivent étre paralysés (en forme de batonnet) avec une F1 au stade

L1 maximum L2.

5.2. Test de locomotion :

5.2.1 Répartir les animaux d'une des deux plaques sur des boites de NGM préalablement
marquées.

5.2.2 Laisser ces boites ouvertes 1 heure sous une hotte aspirante.

5.2.3 Observer les animaux boites par boites et leur établir un score qualitatif (de 1 a 5). 1
représentant une mobilité équivalente au témoin PD4251 et 5 reflétant une absence

complete de mobilité.

5.3. Quantification de la fluorescence

5.3.1 Répartir l'autre plaque sur deux plaques a fond conique, en laissant une ligne de
ringage entre chaque ligne (Voir tableau de répartition).

5.3.2  Vérifier les réservoirs du COPAS, changer le filtre du Reflex.

5.3.3 Lancer le programme d'hydratation du reflex.

5.3.4 Passer ces deux plaques au Reflex, fichier "S-J Reflex PMT700"

5.3.5 Créer un dossier "Année-Mois-Jour" et enregistrer la plaque avec la nomenclature
appropriée pour stocker les data (Rincer entre les deux plaques).

plagXXXX-1 et plagXXXX-2
5.3.6 Récupérer les Data, les traiter avec le programme écrit sous R "S-J400".
"Lancer le programme R. Spécifier le répertoire contenant le fichier "S-J400.R". Taper "source ("S-J400.r")".

Une fenétre s'ouvre, choisissez le fichier plagXXXX-1. Les figures s'éditent"

M9 Plaque 96 a fond plat a utiliser:

- 3 g KH2PO4 - Greiner bio-one « CELLSTAR » thermosoudable,
- 6 g Na2HPO4 a fond plat. Réf :655201 (Dutscher).

-5 g NaCl

-1ml 1 M MgSO4 Film poreux :

- H20 gsp 1 litre - Film poreux "AeraSeal"

- Stérilisation (autoclave) Réf : 760214 Code B-NL-100 (Dutscher).
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Annexe 5 : Programme informatique pour le traitement des données du
crible Schwartz-Jampel.

#Initiali ion n n

COLOBS=11
COLOBSX=9

TOFMAX=1000

TOFMIN=400

EXTMAX=65000

PHGreenMIN=5000

NB_OBJETS_PAR_PUIT_MAX=80

NB_OBJETS_PAR_LIGNE_MAX= 8 * NB_OBJETS_PAR_PUIT_MAX
NBBARS=20

LIGNEMAX=8
COLMAX=12
MAXOBS=800
MINOBS=0
MAXOBSX=1000
MINOBSX=30

COLONNES=1:COLMAX
LIGNES=1:LIGNEMAX

#Recherch fichiers a traiter réation ier r
sauver les résultats.

PLAQUE=file.choose()

DOSSIER=dirname(PLAQUE)

PLAQUES =list.files(path= DOSSIER,pattern="txt",full.names=T)
NOMS_PLAQUES=as.character(strsplit(basename(PLAQUES),".txt"))
dir.create(paste(DOSSIER,"/Figures"”,sep=""), showWarnings=F)
NB_PLAQUES=1ength(PLAQUES)

[ 1
#L r 1 r ion bservation n
valeurs hors 1limi mpilation nné 1
1 ns la variable "tab"
for (k in 1:NB_PLAQUES)
{

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),read.table(file =
PLAQUES[k],sep="\t" ,h=TRUE,fill=TRUE))

#assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),read.table(file =
PLAQUES[K],sep="\t",h=TRUE, fi11=TRUE))

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep="")),get(
paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,9]<=TOFMAX))

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep="")),get(
paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,9]>=TOFMIN))

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep="")),get(
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paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,10]<= EXTMAX))

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep="")),get(
paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,17]>= PHGreenMIN))

assign(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""),subset(get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep="")),get(
paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[,2]!= "NA"))

Plaque=array(NOMS_PLAQUES[k],dim=c(dim(get(paste("tab_" ,NOMS_PLAQUES[k],sep=""))[11D[1],1)D
assign(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep=""),cbind(get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep="")),Plaqu
e))
ifCk==1)
{
tab=get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep=""))
}
ifck!=1)
{
tab=rbind(tab,get(paste("tab_",NOMS_PLAQUES[k],sep="")))
}

}
TITRES_COLONNES=colnames(tab)

S —"
#TRIE DE DONNEE ELON LE PLAQUE LE LIGNE ET LE
LONNE lcul r ch i nombr 'obj bservé
la m nn rameétre m ré
for (k in NOMS_PLAQUES)
{
for(i in LIGNES)
{
assign(paste(letters[i],"_",k,sep=""),subset(get(paste("tab_",k,sep="")),get(paste("tab_", k,sep="

"))[,3]==LETTERS[1]))
for(j in COLONNES)
{

assign(paste(letters[i],j,"_",k,sep=""),subset(get(paste(letters[i],"_",k,sep="")),get(paste(lett
ers[i],"_",k,sep=""))[,4]1==3))
assign(paste("moy_",
TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",letters[i],j,"_",k,sep=""),mean(get(paste(letters[i],j,"_",k,sep=""))[, COLOBS]))

assign(paste("nb_",letters[i],j,"_",k,sep=""),length(get(paste(letters[i],j,"_",k,sep=""))[,11D)
}
}
}
#
S —"
#Regr men PLAQUE r ir

m=1

while (m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
i=1
while (i < length(LIGNES))

{
assign(paste(letters[i],"_",k,sep=""),subset(get(paste("tab_",k,sep="")),get(paste("tab_", k,sep="
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"I L[,3]==LETTERS[i]))
i=i+1
assign(paste(letters[i],"_",k,sep=""),subset(get(paste("tab_",k,sep="")),get(paste("tab_", k,sep="
"I [,3]==LETTERS[i]))

assign(paste(letters[i/2],"_",k,"_",1,sep=""),rbind(get(paste(letters[i-
17,"",k,sep="")),get(paste(letters[i],"_ " ,k,sep=""))))
i=i+1
}
i=1
while (i < length(LIGNES))
{
assign(paste(letters[i],"_",1,sep=""),subset(get(paste("tab_",1,sep="")),get(paste("tab_",1,sep="
"I L[,3]==LETTERS[i]))
i=i+1

assign(paste(letters[i],"_",1,sep=""),subset(get(paste("tab_",1,sep="")),get(paste("tab_",1,sep="
"I L[,3]==LETTERS[i]))

assign(paste(letters[(i+length(LIGNES))/2]," " ,k,"_",1,sep=""),rbind(get(paste(letters[i-
17,".",1,sep="")),get(paste(letters[i],"_",1,sep=""))))
i=1+1
}
m=m+2
}
m=1
while (m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
for(i in LIGNES)
{
for(j in COLONNES)
{
assign(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""),subset(get(paste(letters[i],"_",k,"_",1,sep="")),ge
t(paste(letters[i],"_",k,"_",1,sep=""))[,4]1==7))
assign(paste("moy_",
TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""),mean(get(paste(letters[i],j," " ",k,"_",1,sep=""))
[, COLOBSI))

assign(paste('"nb_",letters[i],j," " ",k,"_",1,sep=""),length(get(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep

=""DL11)
}

m=m+2

#Définition des labels et de leur position sur 1'axe des
bsci r la figure "nb ver m nn "

abs=abs2=NULL
absdax=seq(1,96,6)

for(i in 1: LIGNEMAX)

{

abs=c(abs,paste(letters[i], 1:12, sep=""))
abs2=c(abs2,paste(letters[i], c(1,7), sep=""))
}

#Pour chaque plaques: Compilation du nombre d'individu et de la moyenne du
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Jampel.
m=1
while (m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
assign(paste("nb_" k,"_",1,sep=""),NULL)
assign(paste("moy_",TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",k,"_",1,sep="") ,NULL)
for(i in LIGNES)
{
for(j in COLONNES)
{
assign(paste('"nb_",k,"_",1,sep=""),c(get(paste("nb_",k,"_",1,sep="")),get(paste("nb_",letters[i],
1: COLMAX,"_",k,"_",1, sep="")[31D))
assign(paste("moy_",TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",k,"_",1,sep=""),c(get(paste("moy_",TITRES_COLONNE
S[LCOLOBS],"_",k,"_",1,sep="")),get(paste("moy_",TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",letters[i], 1:
COLMAX,"_",k,"_",1, sep="")[31)))
}
}
m=m+2
}
#
S —"
# Création PDF "nb ver m nn REEN"

TITRE=paste(DOSSIER,"/FIGURES/","nb vers et moyenne de ",TITRES_COLONNES[COLOBS],".pdf",sep="")
pdf (TITRE,width=12 height=10)

m=1
while (m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
par(mfrow=c(2,1))
plot(get(paste("nb_",k,"_",1,sep="")),type="h" ,main=paste(k,"_",1," Nombre de vers par
puits"),xlab="puits",ylab="nb vers", col="red",xaxt="n",1lwd=3)
axis(1l,absdax,abs2)
top=max(get(paste("nb_",k,"_",1,sep="")))
#pas=(top-100)/10
#abline(Ch=seq(100,top,by= 100),1ty=3) #quadrillage horizontal

plot(get(paste("moy_" , TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",k,"_",1,sep="")),type="h" ,main=pasteCk,"_",1,"
Moyenne de ", TITRES_COLONNES[COLOBS] ,"par
puits"),xlab="puits",ylab=TITRES_COLONNES[COLOBS],col="green",xaxt="n",1lwd=3)

axis(1l,absdax,abs2)

top2=max(get(paste("moy_",TITRES_COLONNES[COLOBS],"_",k,"_",1,sep="")))

#pas2=(top2-100)/10

#abline(Ch=seq(100,top2,by=-100),1ty=3)

m=m+2
}
dev.off()
#
e
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# Création du PDF "Puits"

Puits=paste(DOSSIER,"/FIGURES/","Puits.pdf",sep="")
pdf(Puits,width=11,6height=8)

m=1
(m < NB_PLAQUES)
{
k= NOMS_PLAQUES[m]
1= NOMS_PLAQUES[m+1]
(i LIGNES)
{
par(mfrow=c(3,4)) #1 feuille "3 x 4" par ligne
(G COLONNES)
{
affichl=subset(get(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""))[,
COLOBS],get(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""))[, COLOBS]<=MAXOBS)
affich=subset(affichl,affich1>=MINOBS)
affich2=subset(get(paste(letters[i],j,"_",k,"_",1,sep=""))[,
COLOBSX],get(paste(letters[i],j," " ",k,"_",1,sep=""))[, COLOBSX]<=MAXOBSX)

affich2=subset(affich2,affich2>=MINOBSX)
(length(affich)!=0)
{

plot(affich2,affich,ylim=c(0,
1.1*signif(max(tab[,COLOBS]),digits=1)),breaks=seq(0,

1.1*signif(max(tab[,COLOBS]),digits=1),signif(signif(max(tab[,COLOBS]),digits=1)/NBBARS,digits=1)),x1lim=c(0,

1.1*signif(max(tab[,COLOBSX]),digits=1)),main=paste(k,"_",1," puit ",
LETTERS[1],j,sep=""),cex.main=0.8 ,x1ab=TITRES_COLONNES[COLOBSX],ylab=TITRES_COLONNES[COLOBS])

}
{
cat("Aucun éléments dans le puit ",letters[i],j," pour la plaque
"ok,"",1,"\n",sep="") #prévient lorsque qu'il n'y a pas de donnés sur le puit.
}
}
}
m=m+2
}
dev.off()
#
S —"
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UTILISATION DU NEMATODE CAENORHABDITIS ELEGANS COMME OUTIL
DE CRIBLAGE DANS LA RECHERCHE DE TRAITEMENTS ET DE CIBLES
CONTRE PLUSIEURS MALADIES NEUROMUSCULAIRES.

Les techniques de criblage actuelles (in vitro et in silico) sont dépendantes des efforts menés en biologie
médicinale pour identifier des cibles biologiques pertinentes ; cibles difficiles & définir pour les maladies
génétiques dites "perte de fonction". De plus, les composés issues de ces cribles s'aveérent souvent inefficaces
et/ou toxiques une fois confrontés a la complexité physiologique d'un organisme entier. Pour contourner ce
probléme, nous proposons d'utiliser le nématode C. elegans, notamment pour des maladies répondant aux
critéres suivants : i) physiopathologie complexe et/ou mal comprise excluant le développement a court terme de
médicaments sur une base rationnelle, ii) peu d’espoir de thérapie génique/cellulaire a court terme, iii)
conservation chez C. elegans du géne relié a la maladie humaine et induisant un phénotype exploitable une fois
inactivé.

Nous démontrons ici que ce petit nématode permet de tester, & moindre colit, un grand nombre de composés
chimiques tout en conservant la complexité physiologique d'un animal entier. De plus, la souplesse génétique de
cet animal permet d'apporter rapidement des informations sur le mode d'action des composés identifiés. Ainsi, en
plus du but initial visant a identifier des molécules bioactives a intérét thérapeutique, cette approche peut
permettre de dégager de nouvelles cibles moléculaires utiles pour l'industrie chimique, et cruciales pour la
recherche de traitements contre les maladies perte de fonction.

Finalement, nous présentons comment mettre en place une telle stratégie, notamment pour la myopathie de
Duchenne, l'amyotrophie spinale et le syndrome de Schwartz-Jampel. Enfin, nous présentons les résultats
obtenus lors des différentes campagnes de criblage, les validations des molécules les plus prometteuses et les
travaux effectués pour tenter de comprendre leur mode d'action chez le nématode.

Mots clés: Caenorhabditis elegans, Criblage pharmaceutique, Duchenne Muscular Dystrophy
(DMD), Dystrophine, souris mdx, Spinal Muscular Atrophy (SMA), Syndrome de Schwartz-Jampel,
HSPG-2, Perlecan, Anhydrase Carbonique, Sérotonine, Métabolomique.

CRORCRCR %* 50 5D 556D

CAENORHABDITIS ELEGANS AS CHEMICAL SCREENING TOOL TO FIND
COMPOUNDS AND TARGETS AGAINST NEUROMUSCULAR DISEASES.

Current high-throughput screening methods for drug discovery rely on the existence of targets. Moreover, most
of the hits generated during screenings turn out to be invalid after further testing in animal models. To by-pass
these limitations, efforts are now being made to screen chemical libraries on whole animals. One of the most
commonly used animal model in biology is the murine model Mus musculus. However, its cost limit its use in
large-scale therapeutic screening. In contrast, the nematode Caenorhabditis elegans is gaining momentum as
screening chemical tool. This tiny worm combine genetic amenability, low cost, and culture conditions that are
compatible with large-scale screens. Its main advantage is to allow high-throughput screening in a whole-animal
context. Moreover, its use is not dependent on the prior identification of a target and permits the selection of
compounds with an improved safety profile.

Here, we introduce this approach with the Duchenne Muscular Dystrophy, the Spinal Muscular Dystrophy and
the Schwartz-Jampel syndrome. We present the methodology used with each model to screen up to 7,000
compounds and the results of these screening campaigns. We further present the validation of our best hits and
try to understand their mechanism of action.

Key words: Caenorhabditis elegans, mdx mice, Chemical screen, Duchenne Muscular Dystrophy
(DMD), Dystrophin, Spinal Muscular Astrophy (SMA), Survival of Motor Neuron (SMN), Schwartz-
Jampel syndrome, HSPG-2, Perlecan, Carbonic Anhydrase, Serotonin, Metabolomic.

Centre de Génétique moléculaire et cellulaire,
CNRS- UMR 5534
Laboratoire Génétique de Caenorhabditis elegans
16, rue Raphaél Dubois
69622 Villeurbanne
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