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Etude du réle et du mécanisme d’action des facteurs de transcription
Glial cell deficient/Glial cells missing au cours du développement

Directrice de Thése : Dr Angela GIANGRANDE
Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire,
CNRS/INSERM/ULP - 1 rue Laurent Fries, 67400 Illkirch

Les facteurs de transcription Glial cell deficient/Glial cells missing (Gem) et Gem2 sont
connus pour leur role de déterminants gliaux et dans la différenciation des plasmatocytes chez
I’embryon de drosophile. Avant que je débute ma these, il avait été observé que ces facteurs de
transcription sont également présents dans les cellules tendon de Pembryon. Le but de ma these
fut de déterminer comment un facteur de transcription agit dans plusieurs voies
développementales.

La premicre partie de ma these fut donc consacrée a déterminer le role de Gem dans ces
cellules. Jai tout d’abord mis en évidence que les génes go et gom2 sont exprimés dans une sous-
population de cellules tendon et qu’ils sont requis pour leur différenciation terminale. En effet, en
perte de fonction pour ge et g2, Pattachement des muscles aux cellules tendon est altéré, bien
que chez ces embryons, la cascade moléculaire induite par stripe, le déterminant des cellules
tendon, est normale. J’ai ensuite mis en évidence que goz induit une nouvelle voie de signalisation
dans les cellules tendon qui est impliquée dans leur différenciation terminale, ce qui permet
Pétablissement d’un site d’attachement muscle/cellule tendon fonctionnel.

Dans un second temps, j’ai participé a une étude sur la spécification des cellules gliales
chez Tembryon. En effet, le systtme nerveux comprend différents types de glie. La
différenciation des cellules gliales est initiée par g, cependant est-il impliqué dans les
mécanismes de spécification ? En suivant un lignage glial, nous avons montré que la spécification
gliale fait intervenir de hauts niveaux d’expression de go et ceci grace a un cofacteur lignage
spécifique, Huckebein, qui interagit physiquement avec Gem entrainant ainsi son autorégulation.

Dans un troisieme temps, en collaboration avec I’équipe du Dr Soula (Toulouse), nous
avons cherché a déterminer un possible role des orthologues de Gem dans le systeme nerveux
des vertébrés, celui-ci étant toujours discuté. Nous avons montré pour la premicre fois que
Porthologue -GCMT7 chez le poulet est exprimé dans les précurseurs neuraux de la moelle
¢épiniere durant embryogenese et qu’il est requis pour que ceux-ci se différencient en neurones.
De fagon surprenante, ce role neurogénique n’est pas spécifique aux vertébrés. En effet, nous

avons également mis en évidence que les génes de type gz sont exprimés et requis dans des



lignages neuronaux du cerveau de la drosophile aux stades post-embryonnaires. De méme, gez et
ses orthologues --GCMT et m-GCMT (souris) sont capables d’induire des marqueurs neuronaux
dans les cellules Hel a.

Toutes ces études nous ont permis de montrer que le role spécifique des facteurs de
transcription Gem dépend du contexte cellulaire ou ils sont exprimés. J’ai donc réalisé un crible
double-hybride qui m’a permis I'identification de plusieurs cofacteurs de Gem intéressants, dont
dpias. I’étude de ce cofacteur m’a permis de montrer une implication de Gem au cours
I’hématopoiese larvaire. En effet, en perte de fonction pour gem-gem2, il y a une différenciation
massive de lamellocytes chez la larve, type d’hémocytes normalement absents en conditions non
immunes. Cette différenciation de lamellocytes semble faire intervenir la voie de signalisation
JAK/STAT. Cette étude est toujours en cours, mais a terme nous permettra de mettre en

¢vidence une nouvelle fonction des genes goz au cours du développement.
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Spécification gliale, Gliogenese, Neurogenese, Hématopoicse larvaire.
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Role and mechanisms action of Glial cell deficient/Glial cells missing
transcription factors during development

Supervisor : Dr Angela GIANGRANDE
Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire,
CNRS/INSERM/ULP - 1 rue Laurent Fries, 67400 Illkirch

In the fly embryo, transcription factors (TFs) Glial cell deficient/Glial cells missing
(Gem) and Gem2 are known glial determinants that are also necessary for plasmatocyte
differentiation. Moreover, both TFs are expressed in embryonic tendon cells. Thus, the goal of
my PhD was to determine how a single TF acts in several developmental pathways.

As first, I wanted to determine the role Gem and Gem2 plays in tendon cells. Here, I
show that gew and gem2 are expressed in a subpopulation of embryonic tendon cells and are
required for their terminal differentiation. In gewz-gem2 loss of function mutants, the attachment of
the muscle to tendon cells is altered, even though the molecular cascade induced by tendon cell
determinant s#rpe is normal. I have determined that Gem induces a previously unknown signaling
pathway involved in terminal tendon cells differentiation, which allows the establishment of
functional muscle attachment sites.

Second, I took part in a study aiming to understand the specification of glial cells in fly
embryos in which different types of glial cells exist. It is well known that glial differentiation
requires Gem, but is Gem also implicated in glia specification mechanisms? By following an
identified glial lineage, I here show that high gz expression levels trigger glia specification; which
is mediated by cell-specific protein-protein interactions. Huckebein, a lineage specific factor,
physically interacts with Gem and thereby triggers its autoregulation.

Third, in collaboration with the team of Dr. Soula (Toulouse), we sought to determine a
possible role of Gem orthologs in vertebrate nervous system. We have showed for the first time
that the chicken ortholog of fly gmz, «GCMT, is expressed in early neuronal lineages of the
developing spinal cord and is required for neural progenitors to differentiate as neurons.
Strikingly, this neurogenic role is not specific to the vertebrate gene, as fly gez genes are expressed
and required in post-embryonic brain neuronal lineage in Drosophila. We have discovered that ge
and its orthologs «~GCMT and mouse 7-GCMT are able to induce the expression of neuronal
markers when transcfected into Hel.a cells.

These studies enabled us to show that the specific role of Gem TFs depends on the

cellular context of their expression. I thus performed a double-hybrid screen, which allowed me



the identification of several Gem cofactors, one of which being dpias. Further studies on dpias
enabled me to found the implication of Gecm in post-embryonic hematopoiesis. Indeed,
hemocyte-specific gan-gen2 loss of function results in a massive differentiation of lamellocytes, a
hemocyte subpopulation that is absent from larvae under no immune conditions. My preliminary
results suggest that the JAK/STAT signaling pathway is involved in this phenotype. This study is
still underway, but in the long term will allow us to highlight a new function of the go~ genes

during post-embryonic development.

Key Words

Glial cell deficient/Glial cells missing, Drosophila, Vertebrates, Tendon cells differentiation, Glial

specification, Gliogenesis, Neurogenesis, Post-embryonic hematopoiesis.
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Figure 1. Cycle de développement a 25°C de Drosophila melanogaster. Le
développement de la drosophile s’étend sur 10 jours et passe par 4 stades
embryonnaire, larvaire, pupal et adulte. L’état pupe « blanche » est I’état intermédiaire

entre la larve et la pupe. La durée de chaque stade est indiquée sur le schéma.



INTRODUCLTION

Un des buts majeurs de la biologie du développement est de comprendre comment la
diversité cellulaire est générée sachant quune méme fonction peut étre réalisée par des geénes
différents (redondance) et quun méme gene peut avoir des fonctions différentes selon le

contexte physiologique dans lequel il s'exprime.

De part la conservation évolutive des processus biologiques majeurs, Drosophila
melanogaster est un modéle de choix pour étudier les bases de la biologie du développement et la
fonction des genes chez les vertébrés supérieurs, dont '’homme, car elle permet des approches
génétiques, moléculaires et fonctionnelles des genes.

La drosophile est un insecte diptere holométabole dont le cycle de développement,
composé de différentes étapes, dure 10 jours a 25°C (Figure 1). Pendant I'embryogenese, qui
s’étale sur 24 h, se déroule la mise en place des structures larvaires. Puis, viennent trois stades
larvaires successifs, ponctués par des mues, ou les structures adultes vont commencer a se
différencier et/ou proliférer. Les larves vont ensuite s’encapsuler dans le puparium et subissent
une métamorphose pendant laquelle les structures larvaires sont lysées et les structures adultes

mises en place. La métamorphose s’étend sur cing jours, suite a laquelle 'adulte émerge.

Une des thématiques de notre laboratoire porte sur la compréhension des mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués dans le processus de différenciation gliale par l'intermédiaire
de Iétude des facteurs de transcription de type Glial cell deficient/Glial cells missing. Ces
facteurs de transcription sont également présents dans d’autres tissus que la glie et leurs
orthologues ayant été mis en évidence, le but de ma thése fut d’étudier le role et le mécanisme

d’action de ces facteurs de transcription au cours du développement.

-16 -
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Figure 2. Le complexe gcm-gcmZ2 et les facteurs de transcription Gem chez la drosophile. (A)

Représentation du locus gew-gem?2 chez Drosophila melanogaster. Les fleches indiquent les régions transcrites. Les

structures ovales représentent les motifs consensus GBS (Gem Binding Sites). 30B et 30C indiquent la localisation

du locus sur le chromosome 2. (B) Structure des protéines Gem et Gem2 : AD, domaine d’activation ; DBD,

domaine de liaison a PADN ; NLS, signal de localisation nucléaire ; PEST, séquence d’instabilité protéique. Les

régions non traduites (UTR) en 5 et 3* de g sont également représentées. L'UTR en 3’ de g contient un

élément d’instabilité de PARNm (IE).
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Figure 3. Les génes gcm et gcm?2 de la drosophile sont issus d’une
duplication génétique. Schéma représentant le complexe gcm-gcmZ.
Entre les deux homologues gew et gem2 se trouvent deux genes, CG3847 et

CG4382, qui codent pour des protéines homologues a 37 %. En

63841 | CG64382 gen2
= El =
gem i
Lssu de Flybase ~— &nrgem?2 sut le chromosome 2L

considérant ’homologie de gem-gom2 et de CG3841-CG4382 et que ces
genes ont des orientations opposées, un axe de symétrie peut étre tracé

entre les génes CG3847 et CG4382. L échelle indique la position du locus

Figure 4. Le domaine GCM. Représentation du domaine GCM
lié 2 PADN. Les feuillets B du grand et du petit domaine sont
représentés respectivement en bleu foncé et bleu clair. Les hélices
H1, H2 et H3 sont en rouge, TADN est montré en jaune et les
deux ions Zn sont en vert. Les résidus en contact avec les ions Zn

sont indiqués.
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INTRODUCTION

I. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION GCM

Le gene glial cell deficient/ glial cells missing (glide/ gem, appelé gem dans le reste du manuscrit
pour plus de simplicité¢) code pour un facteur de transcription transactivateur de 504 acides
aminés (Figure 2) qui contient un domaine de liaison a TADN (DBD), un signal de localisation
nucléaire (NLS), un domaine d’activation de la transcription (AD) et un motif PEST (riche en
proline, glutamate, sérine et thréonine) impliqué dans la dégradation des protéines. Dans la région
3’ non traduite de FARNm de gz est également présent un motif d’instabilit¢é de PARNm
(Hosoya et al., 1995 ; Schreiber et al., 1997) suffisant pour induire sa dégradation (Soustelle et

Giangrande, 2007a).

Un seul homologue de gow, gom2, issu d’une duplication génétique (Figure 3) a été
identifié dans le génome de la drosophile (Kammerer et Giangrande, 2001 ; Alfonso et Jones,
2002). De facon intéressante, la plus grande homologie entre ces deux facteurs de transcription
est présente dans le DBD (69 %), la région C-terminale n’étant que tres faiblement conservée

(Figure 2).

Gcem et Gem?2 représentent une nouvelle classe de facteurs de transcription possédant un
DBD a doigts de zinc d’un type nouveau : le domaine GCM (Figure 4) (Akiyama et al., 1996 ;
Schreiber et al., 1997 ; Cohen et al,, 2003), qui ne contient pas de motif caractéristique des
facteurs de transcription a doigt de zinc (Akiyama et al., 1996). Ce domaine de 150 résidus est
capable de se lier 2 un motif consensus de huit paires de bases appelé GBS (pour Gem Binding
Site) : 5-AT(G/A)CGGG(T/C)-3’ (Akiyama et al., 1996 ; Schreiber et al., 1997 ; Miller et al.,
1998 ; Cohen et al., 2002). 1l a été mis en évidence que ce DBD n’a aucune similarité avec les
autres domaines de liaison a FADN décrits jusqu’a présent (Akiyama et al., 1996 ; Schreiber et al.,

1997 ; Cohen et al,, 2002 ; Shimizu et al., 2003). Pour cette raison, le Dr Cohen et ses
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Figure 5. Profils d’expression de gcm et gcmZ au cours de Pembryogenese. Hybridation 7z situ gem et
gem?2 sur des embryons en vue ventrale, le c6té antérieur a gauche. Le stade de développement est indiqué a
gauche. gow et de gem?2 sont exprimés du stade 5 au stade 12 dans les précurseurs des hémocytes (tétes de
fleches). gem et gem2 sont exprimés deés le stade 9 jusqu’en fin d’embryogencse dans les précurseurs gliaux
(fleches). Il peut également étre noté une expression de gow et de goz2 dans une rangée de cellules
¢épidermiques a partir du stade 12 jusqu’en fin d’embryogenese (fleches rouges). Tout au long du

développement ge est exprimé a un niveau plus élevé que gez2. Barre d’échelle 50 um.
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collaborateurs (Cohen et al., 2003) ont analysé la structure du DBD GCM en interaction avec
PADN (Figure 4). Le domaine GCM consiste en un grand et un petit domaine, connectés
ensemble par un jon zinc, et comprenant respectivement cinq et trois feuillets 3. Le domaine 2
cing feuillets B est perpendiculaire a 'axe de PADN et définit de ce fait une nouvelle utilisation

des feuillets 3 dans l'identification de I'ADN (Cohen et al., 2003).

gem et gem?2 présentent un profil d’expression semblable au cours de embryogencse
(Figure 5), excepté que goz2 est exprimé a un niveau plus faible que gz (Kammerer et
Giangrande, 2001 ; Alfonso et Jones, 2002). Ces deux genes sont exprimés dans le systeme
nerveux, les hémocytes et les cellules tendons de Pembryon (Figure 5). Dans la suite de ma these
jaborderai tout d’abord le développement du systéme nerveux avec le role de gow-gen2 dans la
détermination gliale ; puis je présenterai les différents aspects de I’hématopoicse chez la
drosophile ainsi que la fonction des genes gon-gen2 lors de ce processus ; jexposerai par apres la
mise en place des sites d’attachements musculaires et pour finir je présenterai les différents roles

des geénes gez au cours de I'évolution.
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Figure 6. Systeme nerveux embryonnaire de drosophile. Co-immunomarquage anti-22C10
marquant spécifiquement les neurones (vert) et anti-Repo marquant le noyau des cellules gliales
latérales (rouge). (C,D) Montrent simultanément les deux marquages. Embryon de stade 16 en vue
ventrale (A-C) et en vue latérale (D-F). Le systéme nerveux périphérique (SNP) est montré a laide
d’une accolade en (C). (F) Le systéme nerveux central est composé d’un cerveau (entouré de pointillés)

et de la corde ventrale (fleche). Barre d’échelle 50 pum.
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II. DEVELOPPEMENT DU SYSTEME NERVEUX DE LA DROSOPHILE

A. Le systéme nerveux de la drosophile

Le systeme nerveux est composé de deux types cellulaires : les neurones et la glie (Figure
6). Les neurones sont responsables de la réception et de la transmission de I'information
nerveuse. Les cellules gliales sont requises dans différentes fonctions importantes au cours du
développement et dans ’homéostasie du systéeme nerveux. Elles guident les axones, procurent un
support trophique et nutritif aux neurones, régulent les concentrations extracellulaires en ions et
en neurotransmetteurs, et isolent électriquement les axones (pour revue voir Parker et Auld,

2006).

Le systeme nerveux de la drosophile est constitué de trois parties : (i) le systéme nerveux
central (SNC) qui comprend le cerveau et la corde ventrale, (ii) le systeme nerveux périphérique
(SNP) qui correspond au systeme sensoriel, et (iii) le systéme nerveux stomatogastrique qui ne

sera pas abordé¢ ici (pour revue voir Hartenstein et al., 1994).

B. Origine des cellules gliales et des neurones

Chez la drosophile, les précurseurs des cellules gliales et des neurones du SNC sont
appelés neuroblastes. Ils sont classés en différents types selon leur descendance : les neuroblastes
purs (NBs) produisent uniquement des neurones ; les glioblastes (GBs) génerent uniquement de
la glie et les neuroglioblastes (NGBs) génerent de la glie et des neurones (Figure 7) (Doe, 1992 ;

Broadus et al., 1995 ; Bossing et al., 1996b ; Schmidt et al., 1997 ; Schmid et al., 1999).
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Figure 7. Les cellules souches neurales chez la drosophile. (A) Neuroblaste pur se divisant pour
donner un autre neuroblaste (NB) et une cellule mére des ganglions (GMC). La GMC ensuite se divise une
fois pour donner naissance a deux neurones (n). (B) Glioblaste pur (GB) donnant naissance a des cellules
gliales (g) qui peuvent proliférer. (C) Neuroglioblaste de type 1 (NGB) donnant naissance a un NB et a un
GB qui vont ensuite se diviser pour produire des neurones et des cellules gliales, respectivement. (D) NGB
de type 2 qui va se diviser asymétriquement pour donner une GMC et un NGB. La GMC va donner
naissance a deux neurones. Le NGB va donner naissance a un autre NGB et 2 une GMC qui va ensuite

générer un neurone et une cellule gliale.
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1. Mode de division des différents types de neuroblastes

Les neuroblastes purs (Figure 7A) subissent une série de divisions asymétriques, dont le
nombre varie d'un neuroblaste a l'autre, pour produire un autre NB et une cellule meére des
ganglions (GMC, pour Ganglion Mother Cell). La GMC va ensuite se diviser une fois pour
produire deux neurones post-mitotiques (Campos-Ortega, 1993 ; Bossing et al., 1996b ; Broadus
et Doe, 1997 ; Schmidt et al., 1997 ; Schmid et al., 1999).

Les glioblastes (Figure 7B) se divisent de facon symétrique pour produire des cellules
gliales qui peuvent ensuite proliférer.

Il existe deux types de NGBs. Le NGB de type 1 (Figure 7C) produit par division
asymétrique un NB et un GB qui géneérent, respectivement, des neurones et des cellules gliales
(Bernardoni et al,, 1999). Le NGB de type 2 (Figure 7D) produit, suite a une division
asymétrique, un autre NGB et une GMC qui va donner naissance a deux neurones. Cet autre

NGB génére ensuite des GMCs mixtes donnant naissance a une cellule gliale et un neurone

(Ragone et al., 2001 ; Udolph et al., 2001).

2. La différenciation des neuroblastes

2.1. Chez I’embryon

L’embryon de drosophile étant segmenté, les neuroblastes de 'embryon forment un
modele invariable de 30 neuroblastes par hémisegment (hémineuromere) (Doe, 1992 ; Campos-
Ortega, 1993 ; Campos-Ortega, 1995). L’identité de chaque NB dépend de sa position a I'intérieur
du neurectoderme (Bhat, 1999 ; Skeath, 1999), du moment auquel a eu lieu sa délamination
(Berger et al., 2001) et de la combinaison unique de genes qu’il exprime (Doe, 1992 ; Broadus et

al., 1995). Grace a la position stéréotypée de chaque NB dans chaque neuromeére et a I'utilisation
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Figure 8. Lignage du systéme nerveux central embryonnaire. Carte des précurseurs dans les
segments thoraciques et abdominaux. Le c6té antérieur est en haut, la lighe médiane ventrale a gauche.
Les neuroblastes, neuroglioblastes et glioblastes sont représentés respectivement en vert, rouge et blanc.
La désignation numérique est basée sur la position du précurseur en fonction des axes dorsoventral et
antéropostérieur. S1 a S5 représentent les cinq vagues de délamination successives. LGB : glioblaste

longitudinal, MNB : neuroblaste médian.
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de traceurs de lignages, plusieurs groupes ont établi une carte précise du lignage de chaque NB de
la corde ventrale au cours de I'embryogenese (Figure 8) (Bossing et al., 1996b ; Schmidt et al.,
1997). En effet, un NB précis va générer, de fagon reproductible, un ou des sous-type(s) de
neurones et/ou de glie. Le lighage de deux types de neuroblastes est montré comme exemple en
Figure 9 (page suivante).

Le cerveau a été jusqu’a présent moins étudié que la corde ventrale en raison de sa
complexité. Bien que les NBs du cerveau aient été identifiés, ainsi que la combinaison génétique
de chacun (Younossi-Hartenstein et al., 1996 ; Urbach et Technau, 2004 ; Sprecher et al., 2007),

leur lignage n’a pas encore été établi.

Le développement du SNP ressemble a celui du SNC: les précurseurs des organes
sensoriels (SOPs) subissent une série de divisions asymétriques qui génerent des types spécifiques
de neurones, de glie et de cellules de support. A la différence des NBs du SNC, les SOPs ne
produisent pas, en se divisant, un nouveau précurseur. Les NBs et les SOPs génerent donc de la

glie et des neurones selon un patron unique, reproductible et stéréotypé.

A la fin de I'embryogenése, chaque neuromére embryonnaire du SNC consiste en
approximativement 60 cellules gliales et 600 neurones (Figure 6) (Doe, 1992 ; Broadus et al.,
1995 ; Campos-Ortega et Hartenstein, 1997). Le SNP contient 8-10 cellules gliales périphériques
par hémineuromére abdominal qui entourent les axones moteurs et sensoriels des voies
principales du SNP (Sepp et al.,, 2000). Certaines cellules gliales du SNP ont pour origine le SNC

d’ou elles ont migré pour intégrer le SNP (Takizawa et Hotta, 2001).
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Figure 9. Schéma des lignages cellulaires dérivés des lignages 1-1 et 6-4. Le c6té antérieur est a gauche.
(A-D) Les NBs 1-1 et 6-4 ont une descendance différente selon s’ils sont présents dans un neuromere
abdominal ou thoracique. (A) Le NB 1-1 Abdominal est un NGB qui délamine en S1 et génére des neurones
aCC et pCC, de la glie subpérineuriale (SPG, latérale A- et B-SPG, latéroventrale LV-SPG) et des
interneurones (I). (B) Le NB 1-1 Thoracique génére des neurones aCC et pCC, des motoneurones (Ms) et des
interneurones. (C) Le NB 6-4 Abdominal est un GB qui génére de la glie associée au cortex (CBG, médiale M-
CBG, plus médiale MM-CBG). (D) Le NGB 6-4 Thoracique délamine en S3 et génere de la glie CGB de type

M-CBG et MM-CBG et des interneurones projetant controlatéralement (Ic) ou ipsilatéralement (I1)
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2.2. Chez la larve

Bien que le développement embryonnaire du systéme nerveux soit bien connu, le
développement du systéme nerveux post-embryonnaire reste mal compris. Une raison de ceci
vient du fait que de nombreuses mutations affectant le développement du systeme nerveux sont
létales en fin d’embryogenése, ce qui rend plus difficile analyse du phénotype aux stades post-
embryonnaires. Néanmoins, pour pallier a ces problemes, des outils génétiques puissants tels que
le MARCM (Mosaic Analysis with Repressible Cell Marker), qui permet de réaliser une perte ou
un gain de fonction pour un geéne dans des cellules individuelles dans un organisme sauvage, ont
été développés chez la drosophile (Xu et Rubin, 1993 ; Lee et Luo, 1999 ; Lee et Luo, 2001).
Toutefols, jusqu’a présent, seuls les lignages de quelques neuroblastes purement neuronaux sont
connus aux stades post-embryonnaires (Truman et al.,, 2004). Quant a eux, les lignages gliaux
post-embryonnaires, a 'exception de ceux appartenant au systeme visuel (SNC) et des organes

sensoriels (SNP), (voir sous-chapitres suivants) ne sont pas connus.

Certains neuroblastes cessent de se diviser en milieu d'embryogenése, restent quiescents
au niveau de la région neurogénique et se confondent avec les cellules environnantes jusqu’aux
stades larvaires (Truman et Bate, 1988 ; Datta, 1995 ; Maurange et Gould, 2005). Ces
neuroblastes réintegrent le cycle cellulaire durant la vie larvaire pour générer une importante
population de neurones secondaires et de glie, c’est la deuxieme phase de la neurogenése
(Truman et Bate, 1988 ; Prokop et Technau, 1991 ; Meinertzhagen et Hanson, 1993 ; Truman et
al., 1993 ; Pereanu et al., 2005). Au niveau de la corde ventrale de la larve (Prokop et Technau,
1991), il a été décrit un modele invariable de 47 neuroblastes dans chaque neuromere thoracique
et 6 neuroblastes dans chaque neuromere abdominal (Truman et Bate, 1988).

Contrairement aux neurones formés pendant la phase embryonnaire, ceux produits

pendant la neurogenése larvaire ne deviennent pas immédiatement fonctionnels et restent
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Figure 10. Anatomie du systeme visuel adulte. (A) Schéma du systeme visuel adulte. (B)
Coimmunomarquage mAb24B10 qui reconnait tous les axones des photorécepteurs R1-R8 (rouge) et Rh1-
lacZ, un marqueur spécifique des photorécepteurs R1-R6 de I'adulte (jaune). Le systeme visuel comprend
la rétine et quatre ganglions : la lamina, la medulla, et les deux ganglions du complexe lobula. Les axones
des photorécepteurs R1-R6 projettent dans la lamina (lignes vertes en A) et les axones des photorécepteurs
R7-R8 projettent dans la medulla (lignes bleues en A) pour former des synapses avec les neurones de la
lamina (orange) et de la medulla (rouge). Les neurones de la lamina forment des connections avec la

medulla, et les neurones de la medulla se connectent avec la lobula.
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bloqués dans un état immature post-mitotique. Une troisicme phase de développement a lieu
durant la métamorphose ou les neurones secondaires se différencient et établissent des

connections pour former le cerveau adulte (Truman, 1990 ; Truman et al., 1993).

3. Le systéme visuel

Le systeme visuel de la drosophile comprend la rétine et les ganglions optiques (lamina,
medulla, et le complexe lobula) (Figure 10) (Meinertzhagen et Hanson, 1993). Ce systeme est
caractérisé par des interactions étroites entre les axones des photorécepteurs et les cellules gliales
des lobes optiques au cours du troisieme stade larvaire (Clandinin et Zipursky, 2002 ; Chotard et
Salecker, 2004 ; Chotard et Salecker, 2007 ; Ting et Lee, 2007). L’ceil est composé d’environ 750
ommatidies, chacune contenant huit neurones photorécepteurs, R1 a R8, disposés de facon
stéréotypée. Ces neurones innervent différentes couches dans le ganglion optique. Les neurones
R1-R6 projettent dans la lamina alors que les neurones R7-R8 projettent a travers la lamina pour
innerver deux couches distinctes de la medulla (Figure 10). Dans la lamina, les axones des
photorécepteurs R1-R6 projettent selon un patron stéréotypé pour connecter les neurones de la
lamina et ainsi former une unité synaptique appelée « cartouche » (Meinertzhagen et Hanson,

1993).

La mise en place de ce patron est initiée en milieu L.3, au moment ou les neurones des
photorécepteurs envoient leur cone de croissance du disque imaginal d’ceil en direction du lobe
optique. Les photorécepteurs R8 se différencient les premiers et projettent leurs axones dans la
medulla (Figure 11). A T'intérieur du disque imaginal d’ceil et de la tige optique, les axones des
neurones photorécepteurs entrent en contact avec la glie rétinienne basale (RBG) (Winberg et al.,
1992 ; Chot et Benzer, 1994 ; Rangarajan et al., 1999) qui a pour origine un lignage glial pur situé

a lintérieur de la tige optique (entre le disque imaginal d’ceil et le lobe optique) et migre en
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Figure 11. Anatomie du systéme visuel au troisiéme stade larvaire. (A) Schéma montrant 'organisation du

systeme visuel en vue de dessus. (B) Schéma du systeme visuel d’aprés une perspective horizontale. Les axones

des photorécepteurs R1-R6 (R1-R06) induisent la différenciation des neurones de la lamina qui proviennent des

précurseurs de la lamina (LPCs) arrétés en phase G1 au niveau du sillon de la lamina (SL). Leurs cones de

croissance s’arrétent entre la rangée de glie épithéliale et marginale. Les axones des photorécepteurs R7 et R8 (R7,

R8) se projettent dans la medulla. (C) Les neuroblastes présents dans I’épithélium prolifératif (OPC) produisent

les cellules précurseurs de la lamina (LPC) qui vont a leur tour générer les neurones de la lamina (nl). Les cellules

gliales (g) prennent naissance dans deux aires précurseurs (GPC) et migrent a leurs positions caractéristiques le

long du plexus de la lamina. a : antérieur, d : dorsal. Vue latérale.
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direction du disque imaginal d’ceil (Choi et Benzer, 1994). Par la suite, les axones des
photorécepteurs R1-R6 suivent les axones pionniers R8 dans le cerveau mais s’arrétent au
ganglion de la lamina (Figure 11), alors que les axones R7 passent la lamina et s’arrétent dans le
ganglion de la medulla (Figure 11). La glie de la lamina (incluant la glie marginale et épithéliale)
fonctionne comme une cible intermédiaire pour les axones des photorécepteurs R1-R6. En leur
absence, les axones des photorécepteurs R1-R6 projettent dans la medulla (Poeck et al., 2001 ;
Suh et al., 2002). Apres avoir atteint le neuropile de la lamina, les axones des photorécepteurs R1-
R6 se séparent et s’étendent latéralement selon un patron stéréotypé pour innerver leur
cartouches voisines (Meinertzhagen et Hanson, 1993). Les axones des photorécepteurs R7-R8,
ainsi que les axones de la lamina se projettent dans des couches spécifiques de la medulla. Les
neurones et les cellules gliales de la lamina dérivent de précurseurs différents. Les neurones de la
lamina sont générés par des neuroblastes situés dans un épithélium prolifératif appelé OPC
(Quter Proliferation Center) (Figure 11). Ces neuroblastes vont donner naissance aux cellules
précurseur de la lamina (LPCs, pour Lamina Precursor Cells) (Figure 11), qui sont équivalentes
aux cellules meres des ganglions et qui se divisent une fois pour générer les neurones de la lamina
(Selleck et Steller, 1991 ; Perez et Steller, 1996). Les cellules gliales marginales et épithéliales
proviennent de deux domaines gliogéniques superficiels ventraux et dorsaux: les aires
précurseurs des cellules gliales (aires GPCs, Glial Precursor Cells) (Figure 11) (Huang et Kunes,
1996 ; Perez et Steller, 1996 ; Huang et Kunes, 1998 ; Dearborn et Kunes, 2004), et migrent le
long des projections des photorécepteurs pour former deux rangées de cellules le long des cones
de croissance des axones des photorécepteurs R1-R6 se terminant dans le plexus de lamina
(Figure 11) (Huang et Kunes, 1996 ; Perez et Steller, 1996 ; Huang et Kunes, 1998 ; Dearborn et

Kunes, 2004).
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D’apreés Soustelle et Giangrande 2007

Figure 12. Origine de la glie du systéme nerveux périphérique adulte. (A)
Précurseur de l'organe sensoriel (SOP) générant les sensilles de laile et (B) SOP
générant les microchetes du notum. Dans ces deux lignages, P1Ib génere de la glie et
des neurones. Cependant, les lignages de l'ailes produisent plusieurs cellules gliales qui
vont proliférer, alors que les lignages des macrochetes du notum produisent une cellule
gliale qui va mourir par apoptose. To : tormogene, Tr : trichogene, Th : thecogene, n :

neurone, g : glie.
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4. Les organes sensoriels

Un exemple typique des organes sensoriels est représenté par ceux qui dérivent des
disques imaginaux. Les cellules donnant naissance aux organes sensoriels larvaires dérivent
généralement d’un précurseur unique provenant dun épithélium, qui se délamine et se divise
pour générer des types spécifiques de neurones, de glie et de cellules de support. Durant le
troisieme stade larvaire et le stade pupal, des précurseurs d’organes sensoriels sont présents dans
les disques imaginaux et vont se développer pour établir les organes sensoriels adultes : les soies
mécanosensorielles, les domes mécanosensoriels, les soies gustatives, les organes chordotonaux et
les neurones multidendritiques, pour revue voir Lai et Orgogozo, 2004. Ces organes sensoriels

peuvent étre gliogéniques ou non (Van De Bor et al., 2000).

Les sensilles campaniformes sont des organes sensoriels de type mécanorécepteur qui
dérivent d’'un SOP. Le SOP donne naissance a deux précurseurs multipotents (Figure 12A) (Van
De Bor et al., 2000). Le premier, le précurseur Plla se divise pour donner une cellule tormogene
et une cellule trichogene. Le second, PIIb, se divise asymétriquement pour produire le PIIIb qui
va générer un neurone et une cellule techogene, et une petite cellule sous-épithéliale qui va
générer uniquement des cellules gliales. Le nombre de ces cellules gliales n’est pas fixe. PIIb

correspond donc a un NGB et la cellule gliale sous-épithéliale a un glioblaste.

Le SOP générant les microchétes du notum se divise selon le méme modéle que le SOP

générant les sensilles de laile (Figure 12B). A une exception pres, une seule cellule gliale est

générée (Gho et al., 1999) et meurt par apoptose apres sa naissance (Fichelson et Gho, 2003).
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Figure 13. La détermination gliale embryonnaire. (A-C) Embryons en vue ventrale au stade 16

marqués par un immunomarquage anti-Repo. (A) Un embryon sauvage possede approximativement 60

cellules gliales par hémisegment. (B) Les embryons mutants pour gew et gem2 (gem-gem2 LOF) n’ont plus de

cellules gliales, celles-ci ont été transformées en neurones. (C) L’expression ectopique de gew (gemz GOF)

dans les précurseurs neuraux induit la transformation des neurones putatifs en glie. (A’-C’) Représentation

schématique des phénotypes observés en (A-C), respectivement. Barre d’échelle 50 um.
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C. La régulation du destin glial

1. Réle de glial cell deficient/glial cells missing

Les cellules gliales de 'embryon peuvent étre subdivisées en deux groupes majeurs selon
leur mode moléculaire de spécification : les cellules gliales latérales qui dépendent des facteurs de
transcription Gem-Gem2 (Hosoya et al., 1995 ; Jones et al., 1995 ; Vincent et al., 19906) et les
cellules gliales de la lignhe médiane qui requi¢rent l'activité du facteur de transcription Single-
minded (Nambu et al., 1990 ; Nambu et al., 1991).

Dans ce chapitre, il ne sera traité que des cellules gliales latérales (qui seront appelées
communément cellules gliales), les cellules gliales de la lighe médiane ayant une origine et un

comportement différents, pour revue voir Hummel et al., 1997.

Chez 'embryon, gom est exprimé dans tous les précurseurs gliaux (GBs et NGBs) (Figure
5) et agit en temps que déterminant glial. Chez les embryons gz, la quasi-totalité des cellules
gliales présomptives adoptent le destin neuronal (Hosoya et al., 1995 ; Jones et al., 1995 ; Vincent
et al., 1996). Au contraire, Pexpression ectopique de gz dans le neurectoderme est suffisante
pour induire la différenciation gliale (Figure 13) au dépend du destin neuronal (Hosoya et al.,
1995 ; Bernardoni et al., 1998 ; Miller et al., 1998). gz agit donc comme un interrupteur
génétique, ou les cellules exprimant ge vont devenir de la glie et les cellules n’exprimant pas goz
vont devenir des neurones. gz est donc nécessaire et suffisant pour induire le destin glial dans le
neurectoderme.

De facon intéressante, les capacités gliogéniques de gz ne sont pas restreintes au
territoire neurectodermique. En effet, I'expression ectopique de gz dans des territoires non
neuraux, comme le mésoderme et épiderme, a un stade précoce, est capable d’induire de la

différenciation gliale (Akiyama-Oda et al., 1998 ; Bernardoni et al., 1998 ; Miller et al., 1998).
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Il a été mis en évidence que gez2 a une fonction redondante a celle de goz mais qu’il joue
un role mineur dans la différenciation gliale. En effet, expression ectopique de goz2 induit,
comme gez, de la glie ectopique (Kammerer et Giangrande, 2001 ; Alfonso et Jones, 2002). Par
contre, les embryons g2 ne présentent pas de phénotype glial et les animaux sont parfaitement
viables jusqu’a I'adulte (Alfonso et Jones, 2002). De plus, les embryons mutants pour g
possedent quelques cellules gliales alors que les embryons mutants pour goz-gen2 en sont
totalement dépourvus (Figure 13) (Kammerer et Giangrande, 2001 ; Alfonso et Jones, 2002). g

constitue donc le principal facteur de différenciation gliale chez 'embryon.

Aux stades post-embryonnaires, il a été mis en évidence que gz induit la formation de
glie dans le systéeme nerveux périphérique de I'aile au niveau des sensilles campaniformes (Figure
12A) (Van De Bor et al, 2000). Dans ce lignage, Notch régule la différenciation gliale en
réprimant gezz dans la cellule qui doit adopter le destin de précurseur neuronal et sa descendance
(Van De Bor et al,, 2000). II a également été montré que goz induit la formation de glie dans le

lignage des microchetes (Fichelson et Gho, 2003).

Bien que des cellules gliales soient générées de novo aux stades post-embryonnaires
(Pereanu et al., 2005) et que ge présente un réle gliogénique conservé au niveau du SNP, une
analyse critique de la fonction de gez dans le SNC post-embryonnaire n’avait toujours pas été
réalisée au début de ma these. Cependant, il peut étre supposé que gz induit le destin glial (et

supprime le destin neuronal) aux stades post-embryonnaires comme chez embryon.

2. La différenciation gliale

Gcem initie la gliogenese a travers l'activation de genes cibles spécifiques. Un grand

nombre de genes cibles ont été identifiés en prenant avantage de la technologie des puces a ADN

.27 -



Géne Domaine d’expression Produit prédit
aly S, T Coactivateur transcriptionnel
akap200 G Protéine ancre de la kinase A
argk S Arginine kinase
axo Gnd Famille des neurexines
BeDNA:LDO0S534 G,N dUTPase, dUTP diphosphatase
BG:DS05899.3 G -
Cam SNC Protéine de liaison a la calmoduline et au calcium
Caps G,N Protéine de liaison au calcium, lipides, sécrétion de neurotransmetteurs
CG10326 SNC -
CG10668 S Protéine de liaison a PARN
CG11045 Gnd Transporteur de nucléosides
CG11100 G -
CG11164 SNC -
CG11652 SNC -
CG11902 G, T Facteur de transcription de type C2H»
CG11910 G Récepteur couplé a une protéine G
CG12139 SNC Récepteur LDL
CG12910 G Protéine de liaison des lipides et du calcium
CG15141 G,N Protéine de liaison a PADN, ligase a I'ubiquitine
CG1677 SNC Facteur de transcription de type CCCH
CG16971 G -
CG18318 G -
CG1962 G,N -
CG2051 SNC Histone acétyltransférase
CG2310 S, T -
CG2893 G Transporteur de cations
CG3168 G Transporteur de carbohydrate, métabolisme de PADN
CG3408 SNC -
CG3426 Gnd Protéine de liaison 2 la chitine
CG3702 Gnd -
CG4266 SNC Protéine de liaison a PARN
CG4322 G Protéine couplée aux protéines G
CG4389 Gnd Hydratase enoyl-CoA
CG4844 G -
CG4936 G,N Facteur de transcription de type CoHp
CG5080 G,N -
CG5453 S, T -
CG5822 G -
CG6218 G Kinase n-acétylglucosamine
CG6418 G, N Hélicase, métabolisme des acides nucléiques
CG6783 S, T Protéine de liaison des acides gras
CG7117 S, T Déshydrogénase/réductase
CG7433 G Transaminase
CG8054 G Transporteur
CG8776 Gnd Monooxygénase
CG8965 G,N -
CGI9336 G -
CG9338 G -
CG9977 S, T Adenosylhomocystéinase
cpd G Interacteur de Rho
opl G Cystéine protéinase
crol SNC Facteur de transcription de type CoHp
s SNC Tyrosine phosphatase
DAT S Transporteur de la dopamine
dall S Facteur de transcription 2 homéodomaine
draper G Protéine transmembranaire
dri S Facteur de transcription de type ARID
dnp G, N Protéine de liaison 2a TADN
dEAATT S, T Transporteur du glutamate
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et du séquencage complet du génome de la drosophile (Tableau 1) (Egger et al., 2002 ; Freeman
et al,, 2003 ; Altenhein et al., 2006). Les niveaux d’expression des geénes chez des embryons
sauvages, chez des embryons surexprimant ge, c'est-a-dire ou les neurones présomptifs ont été
transformés en glie, ou chez des embryons mutants pour gew, c'est-a-dire sans glie, ont été
comparés afin d’identifier les genes cibles de goz. Une étude a également combiné cette approche
de puces a ADN a une approche bioinformatique basée sur la recherche des sites de liaison a
IADN de Gem (GBS) dans le génome, permettant ainsi I'identification des cibles directes de
Gcem, et de surcroit de maniere tissu indépendant (Freeman et al., 2003). Un point remarquable
est que les genes cibles identifiés au cours de ces trois cribles ne se recouvrent que légerement,

montrant ainsi la variabilité de cette approche et la nécessité d’une validation z vivo.

Parmi les génes identifiés, il a été mis en évidence des génes exprimés uniquement dans
les cellules gliales ou dans un sous-type de glie ainsi que des genes exprimés également dans
d’autres tissus dépendants de ge (voir chapitres III et IV de FINTRODUCTION). Certains
candidats obtenus dans ces cribles ont été validés par vérification de leur profil d’expression sur
des embryons sauvages, et par des expériences de gain ou perte de fonction pour gez. Comme
attendu, les genes exprimés spécifiquement dans la glie ne sont pas exprimés chez les embryons
gem, alors que, de fagon intéressante, certains geénes exprimés dans des sous-types gliaux
spécifiques ne montrent pas d’expression ectopique lorsque gz est exprimé ectopiquement. De
méme, pour certains genes (e.g. CG17910), Pexpression ectopique de go induit leur expression
ectopique que dans un sous-type de glie. Ceci suggere que ces genes nécessitent la présence de
cofacteurs spatiaux, temporels ou gliaux spécifiques, en addition de Gem, afin d’étre exprimés

(Altenhein et al., 2000).

Les genes cibles identifiés codent pour différents types de protéines, tels des facteurs de

transcription, des molécules de signalisation, des protéines de modification post-traductionnelles,
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Géne Domaine d’expression Produit prédit
dEAAT?2 S, T Transporteur du glutamate
EG:22E5.11 G Récepteur couplé a une protéine G
Flo SNC Molécule structurale
Fpps G Transférase, métabolisme du cholestérol
gem
Gdi SNC Inhibiteur de la dissociation RAB GDP
GH03502 G -
gl SNC Chromatine assemblage/désassemblage
GS2 S, T Glutamine synthétase
htl G Récepteur au FGF
insv SNC -
Jhl-21 Gnd Transporteur d’acides aminés
Jac S, T Immunoglobuline MHC
loco G Régulateur des protéines G
Map60 G,N Protéine de liaison aux microtubules
Mdr65 S, T Transporteur ABC
nerfin-1 G,N Facteur de transcription de type C2H»
nrg G Immunoglobuline-fribonectine
nwl T ATPase Na/K
nrw2 G ATPase Na/K
pain G Canal calcique
Pinkl SNC Sérine thréonine kinase
pnt G Facteur de transcription de type Ets
prut SNC Constituant du cytosquelette
Ptp10D G,N Tyrosine phosphatase
rac2 Gnd Rho GTPase
Reg-3 G Transporteur d’électrons, métabolisme de la pyrimidine
repo G Facteur de transcription 2 homéodomaine
RplI140 SNC Sous unité de PARN polymérase
sap-r G Activateur de sphingolipides
smid SNC Protéine de liaison a PATP
Spn G Protéine de liaison a la phosphatase 1
tap G,N Facteur de transcription de type bHLH
1k G Facteur de transcription de type BTB
uncs S, T Récepteur a la nétrine
Uba2 SNC Enzyme activant 'ubiquitine
UbcD2 SNC Enzyme de conjugaison a 'ubiquitine

(Adapté de Freeman et al. 2003 et Althenbein et al. 2006)

Tableau 1: Génes gliaux régulés par Gem. Ce tableau est une compilation des cibles de Gem
exprimées dans la glie et identifiées lors des cribles des Dr Freeman (Freeman et al., 2003) et Dr
Altenhein (Altenhein et al,, 2006). Le nom du gene est indiqué, ainsi que son domaine
d’expression et sa fonction. SNC : exprimé dans tout le systeme nerveux central, G : exprimé
dans toute la glie, S : exprimé dans un sous-type glial, T : expression temporaire, G™ : exprimé
dans la glie mais sous-type non défini, N : exprimé dans des neurones isolés. Il peut étre noté que
gemr a été identifié comme étant sa propre cible. En effet, il a préalablement été démontré que gow

s’autoactive dans le SNC (Miller et al., 1998).
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des protéines impliquées dans le cycle cellulaire, des molécules structurales, des protéines
impliquées dans la liaison ou dans le métabolisme des acides nucléiques, des protéines de
transport, des enzymes et d’autres familles protéines moins représentées ou inconnues (Tableau
1). Par exemple, Draper est une protéine transmembranaire qui est exprimée dans la glie et dans
les plasmatocytes et qui est impliquée dans la phagocytose des neurones apoptotiques du SNC a

la fin de embryogenéese (Freeman et al., 2003).

Les genes pangliaux sont susceptibles d’étre principalement impliqués dans la fonction
gliale ou dans la détermination du destin glial et la répression du destin neuronal. Par exemple, le
gene cible de Gem le plus connu, reverse polarity (repo, également connu sous le nom de 7£2) est
une cible directe de Gem et contient onze GBS dans son promoteur (Akiyama et al., 1996). De
fagon intéressante, ce géne n’a pas été mis en évidence lors de la recherche des cibles de go a
'aide des puces a ADN. En effet, le Dr Altenhein et ses collaborateurs (Altenhein et al., 2000)
ont remarqué que dans leurs expériences de puces a ADN, r¢po est exprimé avant le début de
Pexpression de goz dans le SNC et de surcroit a un niveau constant quelques soient les conditions
génétiques, c'est-a-dire chez les embryons perte ou gain de fonction pour gz versus embryons
sauvages, suggérant ainsi une cross hybridation avec un autre ADNc, ce qui est un des problemes
essentiels rencontrés avec les puces a ADN. rgpo code pour un facteur de transcription a
homéodomaine exprimé a tous les stades du développement (Campbell et al., 1994 ; Xiong et al.,
1994 ; Halter et al., 1995). L’expression de repo suit celle de gez. En accord avec son expression, la
perte de fonction de 7¢po n’affecte pas la détermination gliale mais la différenciation terminale de
la glie. De plus, les embryons repo n’expriment pas les marqueurs gliaux tardifs (Campbell et al.,
1994 ; Xiong et al., 1994 ; Halter et al., 1995).

Gcem induit également expression de I'isoforme PointedP1 du facteur de transcription de
type Ets codé par le gene pointed (pn?) (Klambt, 1993 ; Klaes et al., 1994), et de l'isoforme

Tramtrack69 du facteur de transcription a doigts de zinc de type BTB (Bric-a-brac Tramtrack
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Broad) codé par le gene tramtrack (1tk) (Giesen et al.,, 1997). La perte de fonction de ces genes
n’affectent pas linitiation de la détermination gliale mais entrainent, comme 7¢po, des défauts de
différenciation terminale de la glie. PointedP1 induit différents aspects de la différenciation gliale
et est suffisant pour induire Pexpression de marqueurs gliaux tardifs (Klaes et al., 1994). Quant a
lui, Ttk69 réprime la différenciation neuronale. En effet, les cellules gliales des embryons #£&
expriment ectopiquement des marqueurs neuronaux (Giesen et al., 1997). De plus, Ttk69 inhibe
Iexpression des genes pan-neuraux bHLH asense et deadpan qui favorisent le potentiel neuronal
des précurseurs neuraux (Badenhorst, 2001).

Une coopération entre Repo et Ttk69 a également été mise en évidence dans I'inhibition
de la différenciation neuronale, renforcant par la méme le destin glial (Yuasa et al., 2003). En
effet, Pexpression ectopique de repo dans le territoire neural est capable d’induire 'expression du
marqueur glial M84 (Klambt et Goodman, 1991), alors que 'expression ectopique de #469 dans
ce méme territoire n’a pas d’effet sur 'expression de ce marqueur (Yuasa et al., 2003). Par contre,
la coexpression de 7¢po et de #£69 dans le territoire neural entraine une expression ectopique trois
fois plus forte de ce marqueur que celle induite par repo seul (Yuasa et al., 2003). Repo coopére
donc avec Ttk69 pour induire Pexpression de ce marqueur glial. De méme, expression ectopique
de repo ou de #£69 dans le territoire neural induit une petite réduction du nombre de cellules Elav
(marqueur pan-neuronal), alors que la coexpression de rgpo et #k69 bloque séverement la
différenciation neuronale (Yuasa et al., 2003). Repo et Ttk69 cooperent donc également pour

bloquer la différenciation neuronale.

Tous ces résultats soutiennent le modele ou goz induit les caractéristiques gliales en

induisant l'expression de geénes activant la différenciation gliale et de genes réprimant la

différenciation neuronale.
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Les genes gliaux identifiés lors des ces cribles fournissent donc une base importante pour
la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans divers aspects du développement
glial dont la spécification, ainsi que leur fonction comme c’est le cas avec Draper (voir ci-dessus),

et mettent en évidence le role crucial de cofacteurs cellules spécifiques.
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Figure 14. Interconnexions entre le systéme immunitaire humoral et cellulaire chez la larve de

drosophile. Voir texte pour détails.
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III.I’HEMATOPOIESE CHEZ LA DROSOPHILE

A. Les hémocytes et leurs fonctions au cours du développement et dans la

réponse immunitaire cellulaire

Le systeme immunitaire de la drosophile ne procure qu'une immunité dite innée, par
opposition a I'immunité adaptative des vertébrés comportant la production de récepteurs
spécifiques dont la diversité résulte de réarrangements somatiques géniques. Ce systéme est
toutefois remarquable d’efficacité et présente deux facettes : une facette humorale et une facette
cellulaire.

La réponse humorale est assurée par le corps gras (qui a un role équivalent a celui joué par
le foie chez les vertébrés) qui est la principale source de peptides antimicrobiens et antifongiques
(Tzou et al., 2002 ; Agaisse et al., 2003 ; Hetru et al., 2003), pour revues voir Leclerc et Reichhart,
2004 ; Cherry et Silverman, 2006 ; Lemaitre et Hoffmann, 2007. La réponse cellulaire est assurée
par les hémocytes et implique des processus de phagocytose, de mélanisation et d’encapsulation.
La cuticule et les ¢épithéliums constituent une barriere physique contre lentrée des
microorganismes dans ’hémocoele. En cas de blessure, ceux-ci vont rentrer dans I'organisme et
vont étre confrontés a une action combinée des processus humoraux et cellulaires. En effet, il
existe une connexion entre ces deux systemes car les hémocytes agissent en tant que sentinelles
en surveillant 'environnement contre attaque de pathogénes et signalant leur présence au corps

gras (Figure 14).

1. Les prohémocytes

Les prohémocytes, hémocytes non différenciés (précurseurs), sont des petites cellules

de 4-6 um avec un cytoplasme réduit mais contenant de nombreux ribosomes et des gouttelettes
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Figure 15. Plasmatocyte. (A) Plasmatocyte observé en microscopie électronique a
transmission (MET). (B) Plasmatocyte obsetvé en microscopie a contraste de phase

ayant phagocyté des bactéries exprimant la GEFP. Barres d’échelle 2 um.
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lipidiques (Tepass et al., 1994 ; Lanot et al., 2001). Les prohémocytes sont présents lors de
I’embryogencse au niveau du primordium des hémocytes de 'embryon au niveau du mésoderme
pro encéphalique ; et ils sont également présents durant la vie larvaire au niveau de la zone
médullaire de la glande lymphatique (voir INTRODUCTION p39). Il n’existe pas de marqueur

de prohémocytes.

2. Les plasmatocytes et la phagocytose

Les plasmatocytes sont des cellules de 8-10 um contenant de nombreux lysosomes,
phagosomes et corps de résorption témoignant d’une activité de phagocytose intense (Figure 15).
Ils constituent la population principale des hémocytes chez 'embryon et la larve (95 % de la
population hémocytaire) et c’est le seul type hémocytaire présent chez I'adulte (Holz et al., 2003).

Les marqueurs des plasmatocytes sont la Peroxidasine (marqueur précoce) (Nelson et al.,
1994 ; Tepass et al., 1994), Croquemort (récepteur des macrophages, marqueur tardif) (Franc et
al., 1996) et le marqueur P1 (marqueur tardif spécifique du stade larvaire) (Asha et al., 2003).

Les plasmatocytes matures correspondent aux macrophages/monocytes des mammifeéres.
Ils ont pour fonction majeure la phagocytose des corps apoptotiques et histolysés formés au
cours du développement (Franc et al., 1996 ; Franc et al., 1999 ; Sears et al., 2003). Dans le SNC,
ils participent avec les cellules gliales a la phagocytose des neurones apoptotiques formés a la fin
de Pembryogencese (voir INTRODUCTION p29). Cette fonction de phagocytose est tres
importante car elle participe au remodelage des tissus. Les plasmatocytes sont également
responsables de la production et de la sécrétion de composants de la matrice extracellulaire
entourant les organes, tels que la Peroxidasine, la Tiggrin, le Collagene... (Fessler et al., 1994). De
fagon intéressante, au niveau du systeme nerveux, les plasmatocytes sont nécessaires a la
condensation de la corde ventrale de I'embryon. Lorsque la migration des plasmatocytes est

bloquée, ceux-ci ne peuvent pas déposer de Collagene IV, ni de Viking ni de Peroxidasine autour
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Figure 16. Cellule a cristaux. (A,B) Cellule a cristaux observé en MET (A) et en microscopie a
contraste de phase (B, fleche). Ces cellules présentent des inclusions cristallines de
prophénoloxydase caractéristiques. (C) Mélanisation par les cellules a cristaux d’une lésion
cuticulaire d’une larve L3. (D) Afin de visualiser les cellules a cristaux 7 vivo dans la région
postérieure d’une larve L3, un traitement a la chaleur de 10 minutes a 65°C a été réalisé. Celui-ci
provoque le noircissement spécifique des cellules a cristaux qui sont alors visibles a travers la

cuticule. Barres d’échelle en A : 2 um, B 10 pm, C,D : 500 pm.
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de la corde ventrale et la condensation n’a pas lieu (Olofsson et Page, 2005). D’un point de vue
immunitaire, les plasmatocytes sont responsables de la phagocytose des champignons parasites et
des bactéries invasives (Figure 15), et, lors d’une infection, ils sécretent également des peptides
antimicrobiens (Fessler et al., 1994 ; Dimarcq et al., 1997) et signalent I'infection au corps gras qui

va a son tour libérer des peptides antimicrobiens (Agaisse et al., 2003).

3. Les cellules a cristaux et la mélanisation

Les cellules a cristaux sont des cellules de 10-12 um de diametre contenant des inclusions
paracristallines de prophénoloxydases (Pro-PO) (Shrestha et Gateff, 1982 ; Rizki et Rizki, 1984b),
zymogenes libérés dans ’hémolymphe qui seront clivés par une cascade protéolytique lors de la
mélanisation (Figure 16). Les cellules a cristaux constituent la seconde population d’hémocytes
chez 'embryon et la larve, et disparaissent au début de la métamorphose.

Les marqueurs des cellules a cristaux sont Lozenge, la monophénol mono-oxygénase
DoxA3 (marqueur précoce) (Warren et Rothenberg, 2003) et Pro-PO (marqueur des cellules a
cristaux matures).

La fonction de ces cellules durant 'embryogenése est a ce jour inconnue. Durant la vie
larvaire, les cellules a cristaux sont responsables d’une réponse immunitaire spécifique des
insectes : la mélanisation. L.a mélanisation correspond a la production de mélanine qui contribue
aux mécanismes de défense de 'organisme (Ashida et Brey, 1995 ; Soderhall et Cerenius, 1998).
En effet, elle intervient dans le processus de cicatrisation ou un dépot de mélanine est formé a
Iemplacement de la blessure (Figure 16C) (Lai-Fook, 1966), et au cours des réactions
d’encapsulation en cas de parasitisme (Figure 18) (voir paragraphe 5) (De Gregorio et al., 2002 ;

Ligoxygakis et al., 2002).

-34 -



o )Y &
D apres Meister et Lagnenx 2003

Figure 17. Lamellocytes. (A) Lamellocytes dans la glande lymphatique observés en MET.
(B) Co-immunomarquage Phalloidine (rouge) et DAPI (bleu) sur hémocytes de larves L3
parasitées en L2 par Leptopilina boulardi présentant un grand nombre de lamellocytes

(fleches). Les autres petites cellules rondes correspondent aux plasmatocytes. Barres

d’échelle en A : 2 um, B 20 um.
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4. Les lamellocytes

Les lamellocytes sont des cellules de grande taille, 15-50 pum, de forme aplatie et
adhérentes. Ces cellules ont un cytoplasme renfermant peu d’organites a 'exception de nombreux
ribosomes (Figure 17A) (Lanot et al., 2001).

Les marqueurs des lamellocytes sont L1 (Asha et al., 2003) et misshappen-lacZ (Braun et al.,
1997).

Ces cellules sont absentes chez 'embryon et chez I'adulte, et elles sont trés rarement
observées dans ’hémolymphe des larves saines. En effet, les lamellocytes ne se différencient
quen cas de parasitisme par de gros pathogenes ou endoparasites tels que les ceufs
d’hyménopteres qui ne peuvent pas étre phagocytés par les plasmatocytes (Figure 17B) (voir

paragraphe 5) (Lanot et al., 2001 ; Meister et Lagueux, 2003).

Les lamellocytes et les plasmatocytes sont deux types d’hémocytes distincts avec des
origines différentes. Cependant, il avait longtemps été admis que les lamellocytes étaient des
plasmatocytes a une étape ultérieure de différenciation (Rizki et Rizki, 1984a ; Luo et al., 2002).
Un état intermédiaire entre les plasmatocytes et les lamellocytes avait également été décrit, il s’agit
des podocytes. Les podocytes sont en fait des plasmatocytes qui, sous l'effet de ’hormone de
mue ecdysone, subissent des modifications structurales et fonctionnelles au cours de la
métamorphose pour devenir des macrophages pupaux (Lanot et al., 2001 ; Sorrentino et al.,

2002).

5. L’encapsulation des parasites

Dans la nature, les drosophiles sont confrontées au parasitisme. La réaction immunitaire

d’encapsulation mise en ceuvre pour lutter contre ces parasites fait intervenir les plasmatocytes,
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Figure 18. L’encapsulation des parasites. (A) Femelle Lepropilina boulardi sondant le milieu a 'aide
de son ovipositeur (fleche) afin de rechercher son hote (larve L2). (B) Larve sauvage parasitée par
Leptopilina bonlardi. Les capsules mélaniques (fleches) formées autour de I'ceuf parasite correspondent
a une structure inerte visible a travers la cuticule. (C) (Euf completement mélanisé a I'intérieur d’une
capsule de lamellocytes. (D,D’) Encapsulation des ceufs de guépe. Un ceuf de guépe est entouré par
les lamellocytes (qui expriment ici la B-Galactosidase visualisés par coloration X-Gal) (noyaux bleus
dans D, D’) ; la couche de cellules devient plus épaisse et la mélanisation du parasite démarre (pointe
de fleche en D). (E) Plasmatocytes (P) et lamellocytes (L) encapsulant un ceuf de guépe. Barres
d’échelle en A,B : 1 mm ; C-E : 20 pm
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les cellules a cristaux ainsi que les lamellocytes. En effet, les hyménopteres parasites, dont
Leptopilina bounlard; (Figure 18A), ont un cycle de développement qui dépend du passage par un
hote intermédiaire, comme la drosophile. Les guépes femelles pondent directement dans
I’hémocoele des larves. Les ceufs parasites vont progressivement se développer au détriment de
Porganisme hote. Ce parasitisme induit une prolifération et une différenciation des lamellocytes
pour permettre I'encapsulation de I'ceuf (Figure 18) (Lanot et al, 2001). La formation de la
capsule dépend dans un premier temps de la reconnaissance des parasites par les plasmatocytes
circulants. Les plasmatocytes, qui ont un role de sentinelle immunitaire, vont former une
premicre couche d’hémocytes entourant le parasite (Russo et al., 1996). Apres la reconnaissance
du parasite par les plasmatocytes, une différenciation massive des lamellocytes (Lanot et al., 2001)
et des cellules a cristaux (Sorrentino et al., 2002) peut étre observée. Il a été proposé par le Dr
Lanot et ses collaborateurs (Lanot et al., 2001), que lorsque les plasmatocytes rencontrent un
parasite trop gros pour ¢tre phagocyté, ils sécrétent un signal de type cytokine ou facteur de
croissance, qui déclencherait l'induction des lamellocytes. Les lamellocytes vont ensuite
s’accumuler rapidement dans I’hémolymphe et former une capsule multicellulaire autour du
parasite afin de lisoler du reste de lorganisme. La capsule va étre ensuite mélanisée par les
cellules a cristaux (Figure 18) (Meister et Lagueux, 2003) entralnant la mort du pathogéne par
asphyxie ou sous l'action des molécules réactives produites au cours de la réaction de
mélanisation comme les dérivés quinones, les especes réactives de I'oxygene et les dérivés du NO

(Nappi et al., 1995 ; Nappi et Vass, 1998 ; Nappi et al., 2000).

B. Les différentes origines des hémocytes

L’hématopoiese chez la drosophile se déroule en deux phases: une premiére phase
embryonnaire ou les hémocytes vont prendre naissance dans le mésoderme pro encéphalique

(Holz et al., 2003), c’est la vague primitive qui va donner naissance aux hémocytes matures
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Figure 19. Représentation schématique de
Phématopoiese embryonnaire. (A) Embryon au stade
5. Le mésoderme antérieur est coloré en mauve, les
prohémocytes en vert et les précurseurs de la glande
lymphatique en bleu. (B) Embryon au stade 11. Les
précurseurs des cellules a cristaux, en rouges,
apparaissent au niveau du futur proventricule de
Iintestin  antérieur alors que les plasmatocytes
commencent leur migration. Les précurseurs de la
glande lymphatique commencent a migrer dorsalement.

(C) Embryon au stade 17. Les cellules a cristaux sont

groupées autour du proventricule de l'intestin antérieur
alors que les plasmatocytes, en bleu clair, se sont
répandus dans tout I’hémolymphe. ILa glande

lymphatique, formée de deux lobes appareillés, est

complétement dorsale.

D’apres Lebestky et al. 2000

Figure 20. Les hémocytes sessiles de la larves. Les
hémocytes sessiles sont localisés au niveau de
lintégument de la larve. Ils sont visualisés ici a I'aide de
la lignée hemese-Gal4,UAS-encGFP. Barre d’échelle
500 pm.

D aprés Williams et al. 2006
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larvaires. La deuxiéme phase est post-embryonnaire et permet la production d’hémocytes a partir
d’un organe spécialisé : la glande lymphatique (Shrestha et Gateff, 1982 ; Lanot et al., 2001 ;
Sorrentino et al., 2002 ; Evans et al., 2003). Les hémocytes formés dans la glande lymphatique, en
conditions non immunes, ne vont pas entrer dans la circulation avant le début de la
métamorphose (Holz et al., 2003). Aucun organe hématopoiétique n’a été mis en évidence chez
I'adulte, les hémocytes présents a ce stade (uniquement des plasmatocytes) sont un mélange

d’hémocytes embryonnaires et d’hémocytes provenant de la glande lymphatique.

1. L’hématopoi¢se embryonnaire

Chez 'embryon, deux types d’hémocytes sont présents : les plasmatocytes et les cellules a
cristaux. Ils vont se différencier simultanément a partir de la méme population de précurseurs
bipotents (Lebestky et al, 2000 ; Bataille et al., 2005) localisés dans le mésoderme pro
encéphalique (Figure 19) (Bernardoni et al.,, 1997 ; Holz et al.,, 2003). Les plasmatocytes, qui
représentent le lignage majoritaire (95 % des hémocytes, environ 700 cellules par embryon), vont
migrer dans 'embryon suivant un cheminement et une régulation temporelle treés précise (Tepass
et al., 1994). Au cours de cette migration, ils vont acquérir les caractéristiques de macrophages
actifs. Les cellules a cristaux (qui sont au nombre de ~ 30 cellules par embryon), quant a elles,
vont rester localisées autour du proventricule de I'intestin antérieur (Figure 19) (Lebestky et al.,
2000 ; Bataille et al., 2005).

Ces hémocytes embryonnaires vont constituer les hémocytes matures de la larve (Holz et
al., 2003). Ils sont présents en circulation dans I’hémolymphe ou attachés au niveau de I’épiderme
de la larve : ce sont les hémocytes sessiles (Figure 20) (Lanot et al., 2001).

Durant tout le développement, les hémocytes vont également proliférer (Tepass et al.,

1994 ; Lebestky et al., 2000 ; Lanot et al., 2001 ; Holz et al., 2003).
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Figure 21. La glande lymphatique. (A) Représentation schématique de la glande lymphatique en fin
d’embryogenese et en fin de vie larvaire. ZC : Zone Corticale, ZM : Zone Médullaire, CSP : Centre de
Signalisation Postérieur, VD : Vaisseau Dorsal, CP : Cellule Péricardique. (Voir le texte pour les détails)
Antérieur a gauche. (B) Cellules de la glande lymphatique d’un embryon au stade 16 marquée par le
marqueur hémocytaire Serpent. (C) Triple immunomarquage GFP (vert), Prophénoloxydase (rouge) et
Collier (bleu) sur une glande lymphatique de larve L3 domeless-Gald, UAS-mCDSEGFP. La lignée pilote
domeless-Gal4 dirige 'expression de la GFP dans la zone médullaire. Le marquage Prophénoloxydase
marque les cellules a cristaux matures de la zone corticale. Collier est un marqueur spécifique du centre
de signalisation postérieur. La GFP et Collier sont également présents au niveau des lobes secondaires
mais ne colocalisent pas. (D) Photographie au microscope électronique a balayage de la glande
lymphatique en L3. La glande lymphatique est composée de 3 a 6 paires de lobes disposés le long du
vaisseau dorsal (fleche). Barres d’échelle : 10 um en B, 100 um en C et 50 pm en D.
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2. L’hématopoicse larvaire

La deuxiéme vague d’hématopoicse a lieu au cours de la vie larvaire a partir d’un organe
spécialisé d’origine mésodermique : la glande lymphatique. Trois types d’hémocytes peuvent y
étre générés : les plasmatocytes, les cellules a cristaux et les lamellocytes (Lanot et al., 2001),

cependant ces derniers ne se différencient qu’en réponse a un parasitisme.

2.1. Ontogénie de la glande lymphatique

Les précurseurs de la glande lymphatique prennent naissance dans le mésoderme latéral
de I'embryon (Figure 21) (Holz et al., 2003) et migrent dorsalement pour former les premiers
lobes appareillés de la glande lymphatique (Figure 21) (Rugendorff et al, 1994). En fin
d’embryogenese jusqu’au début du stade L2, 1a glande lymphatique est constituée d’une unique
paire de lobes, les lobes primaires ou antérieurs, contenant approximativement 20 cellules
précurseurs qui flanquent le vaisseau dorsal qui constitue le tube cardiaque du systeme
circulatoire ouvert de la drosophile (Figure 21). Puis en début L2, les lobes postérieurs ou
secondaires se différencient et proliférent, la taille de la glande lymphatique grossissant d’environ
10 fois. En fin de vie larvaire (L3), la glande lymphatique est un organe bilatéral multilobé,
composé de deux a six paires de lobes, grossissant encore 10 fois par rapport a sa taille en L2

(Figure 21) (Jung et al., 2005).

2.2. L’hématopoiése dans la glande lymphatique

De 'embryogenese en L2, la glande lymphatique n’est constituée que de prohémocytes.
La différenciation des hémocytes commence début 1.3 dans les lobes antérieurs qui sont les seuls

a produire et a libérer des hémocytes différenciés (en conditions non parasitaires) contrairement
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aux lobes postérieurs qui contiennent essentiellement des prohémocytes (Lebestky et al., 2000 ;
Jung et al., 2005). Le Dr Jung et ses collaborateurs (Jung et al., 2005) ont mis en évidence dans les
lobes antérieurs trois zones distinctes (Figure 21), de part leur morphologie et leur composition
hémocytaire. En périphérie, une premicre zone d’aspect granuleux, la zone corticale, contient les
hémocytes matures différenciés : les plasmatocytes et les cellules a cristaux. Cette zone corticale
est caractérisée par une activité proliférative intense et par la présence des marqueurs
d’hémocytes différenciés. Puis dans la région médiane des lobes antérieurs, d’aspect plus lisse et
compact, la zone médullaire contient les hémocytes non différenciés : les prohémocytes. Cette
zone de maturation des hémocytes a une activité proliférative réduite et n’exprime aucun
marqueur de différenciation. Une troisieme zone, située a lextrémité postériecure des lobes
antérieurs, correspond a un compartiment indépendant de quelques cellules : il s’agit du centre de
signalisation postérieur. Ces cellules ne proliferent plus en L3 (Lebestky et al., 2003) et expriment
des marqueurs spécifiques, différents des marqueurs hémocytaires : Collier, Serrate, Hedgehog et
Antennapedia (Crozatier et al., 1996 ; Lebestky et al., 2003 ; Mandal et al., 2007).

En fin L3, la zone corticale est considérée comme un réservoir a hémocytes quiescents.
Les hémocytes seront ensuite libérés dans 'hémolymphe en début de la métamorphose, lorsque
la glande lymphatique se désintégre sous I'action de '’hormone stéroide ecdysone (Lanot et al.,
2001 ; Sorrentino et al., 2002). En condition non parasitaire, la glande lymphatique ne génere que

des plasmatocytes et des cellules a cristaux.

En réponse a un parasitisme par la guépe Leptopilina boulardi, la glande lymphatique va
proliférer de fagon drastique et produire des lamellocytes. Ces hémocytes sont spécialisés dans
Iencapsulation de gros parasites et sont libérés dans ’hémolymphe 48h apres le début du
parasitisme (Lanot et al., 2001). Il a été mis en évidence, que laugmentation du nombre

d’hémocytes circulants, principalement des lamellocytes et des cellules a cristaux, provient
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uniquement de la glande lymphatique et non pas d’une prolifération des hémocytes circulants

d’origine embryonnaire lors d’un parasitisme (Sorrentino et al., 2002).

C. Régulation génétique de ’hématopoicse

1. Le déterminant hématopoiétique : Serpent

Serpent est un facteur de transcription a doigts de zinc de la famille GATA, tres
conservée au cours de Dévolution. Les facteurs GATA ont divers roles dans différents
programmes développementaux, incluant la spécification cellulaire, la différenciation et la
prolifération, pour revue Patient et McGhee, 2002.

Chez 'embryon de drosophile, s7p est exprimé dans différents territoires endodermiques
et mésodermiques dont le mésoderme pro encéphalique ou sont présentes les cellules précurseurs
des hémocytes embryonnaires, les prohémocytes (Rehorn et al., 19906). s est exprimé dans les
prohémocytes depuis le stade blastoderme (stade 5) et son expression est maintenue durant tout
le développement (Rehorn et al., 1996 ; Jung et al., 2005).

Les embryons mutants pour s7p présentent un nombre restreint de prohémocytes et
aucun de ceux-ci n’arrivent a maturité, c'est-a-dire que les embryons sont dépourvus de
plasmatocytes et de cellules a cristaux (Rehorn et al.,, 1996 ; Lebestky et al., 2000). Stp est donc

nécessaire a la détermination de I'identité hémocytaire.

Le role de s7p dans la glande lymphatique durant 'embryogenése est inconnu, cependant il
semble que s7p a un role dans sa formation. En effet, chez les embryons s7p, la glande lymphatique
exprime, en plus du facteur Odd-skipped, la Péricardine, un marqueur spécifique des cellules
péricardiaques, suggérant ainsi une perte de certains aspects hémocytaires au profit d’une identité

péricardiaque (Mandal et al., 2004). Réciproquement, 'expression ectopique de s7p dans le
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mésoderme péricardiaque induit la transformation de ces cellules en cellules hématopoiétiques
(Mandal et al., 2004 ; Han et Olson, 2005). s7p est donc requis précocement pour spécifier
I'identité des cellules de la glande lymphatique.

Chez la larve, Stp est également exprimé dans les prohémocytes et les hémocytes
différenciés (Rehorn et al., 1996 ; Lebestky et al., 2000). Cependant les mutants s7p sont létaux en
fin d’embryogenése empéchant I’étude de sa fonction a ce stade, mais étant donné que s7p est
requis pour lidentité des prohémocytes chez 'embryon et quiil est exprimé dans toutes les

cellules de la glande lymphatique, il peut étre supposé que ses fonctions sont les mémes au stade

larvaire (Lebestky et al., 2000 ; Jung et al., 2005).

2. Les déterminants plasmatocytaires : Gecm et Gem2

gem et gom2 sont coexprimés des le stade 5 dans le mésoderme antérieur, puis leur
expression est maintenue dans les prohémocytes jusqu’au stade 11 (Bernardoni et al., 1997 ;
Kammerer et Giangrande, 2001 ; Alfonso et Jones, 2002 ; Bataille et al., 2005). L’expression de
gem?2 est plus faible que celle de goz (Figure 5). Plus précisément, il a été montré que gow est
exprimé dans tous les prohémocytes puis son expression diminue rapidement dans une sous
population de prohémocytes qui vont se différencier ultérieurement en cellules a cristaux (Bataille
et al,, 2005).

Les embryons mutants pour gez-gez2 montrent une réduction considérable du nombre de
plasmatocytes qui sont incapables de se convertir en macrophages (Bernardoni et al., 1997 ;
Alfonso et Jones, 2002). De plus, il a ét¢ montré que les embryons gem-gen2 montrent une
augmentation du nombre de cellules a cristaux (Bataille et al., 2005). Par opposition, 'expression
ectopique de gmz ou de gon2 dans les cellules a cristaux induit leur transformation en
plasmatocytes matures (Lebestky et al., 2000 ; Bataille et al., 2005). gewz-gemz2 jouent donc un role

de pivot entre le destin plasmatocytaire et cellules a cristaux durant ’hématopoiese embryonnaire.
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Jusqu’a présent, 'expression de gz et de gom2 n’a pas été démontrée dans la glande
lymphatique au cours du développement (Bataille et al, 2005). Cependant, chez la larve,
Iexpression ectopique de gz dans les cellules a cristaux en circulation dans 'hémolymphe induit
leur transformation en plasmatocytes (Lebestky et al., 2000). Bien que ces cellules soient d’origine
embryonnaire, il peut étre supposé un réle similaire de gow-gon? dans la différenciation des

plasmatocytes de la glande lymphatique.

3. Le déterminant des cellules a cristaux : Lozenge

Lozenge (Lz) est un facteur de transcription de type Runx possédant un domaine de
liaison a PADN Runt spécifique. /7 est exprimé a partir du stade 7 dans une sous population du
territoire s7p (20 % des prohémocytes) (Bataille et al., 2005).

Chez la larve, /z est exprimé a partir de L2 dans la glande lymphatique et le nombre de
cellules /z positives atteint 50 a 100 par lobes primaires, par contre /g n’est pas exprimé dans les
lobes secondaires contenant uniquement des prohémocytes (Lebestky et al., 2000).

I’étude d’un mutant thermosensible 4&*" a permis de mettre en évidence que les embryons
mutants pour /z sont dépourvus de cellules a cristaux et que la fonction de /; est requise pendant
tout leur développement (Lebestky et al., 2000). Par contre, le nombre et le développement des
plasmatocytes ne sont pas affectés par la perte de fonction de 4.

Il a été montré que 'expression ectopique de /g dans les plasmatocytes embryonnaires
induit expression ectopique des marqueurs des cellules a cristaux (DoxA3 et Pro-PO) sans pour
autant réprimer leur différenciation en plasmatocytes (Waltzer et al., 2003). Cependant,
I’expression ectopique de /z en contexte s7p n’est pas capable d’induire 'expression des marqueurs
des cellules a cristaux (Waltzer et al., 2002 ; Ferjoux et al., 2007). s7p est donc requis pour
I'induction de Pexpression des genes spécifiques des cellules a cristaux par /z. Par contre de fagon

intéressante, dans la glande lymphatique, il a été révélé que les cellules exprimant /g voient leur
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Figure 22. Représentation schématique de ’acquisition du destin cellules a cristaux /

plasmatocytes durant ’embryogenése. (Voir le texte pour les détails).
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expression de s7p diminuer (Lebestky et al., 2000), ce qui suggere des mécanismes moléculaires

différents pour la production de ce lignage chez la larve.

4. Relations entre Gecm-Gem2 et Lozenge

Plusieurs expériences de génétique classique ont montré I'existence de relations étroites
entre Gem et Lz. En effet, il a été montré que lexpression ectopique de gz ou de gez2 dans le
territoire /7 positif inhibe 'expression de /. Par contre, la double expression ectopique de go et
de /; dans le territoire s7p induit des cellules a cristaux ectopiques de fagon identique a
Pexpression ectopique de /% seule (Bataille et al., 2005), indiquant que Gecm n’inhibe pas la
fonction de Lz. g et gem?2 inhibent donc le développement des cellules a cristaux en inhibant
I'initiation et la maintenance de 'expression de /4.

Par contre, l'absence de gem-gem2? n’est pas suffisante pour transformer tous les
prohémocytes en cellules a cristaux. En effet, seuls les prohémocytes exprimant /& vont devenir
des cellules a cristaux en contexte go-gen2 (20 % des prohémocytes initiaux). De fagon
intéressante, l'expression ectopique de /g dans le territoire s7p et en conditions gew-gem2
transforment tous les prohémocytes en cellules a cristaux, et la grande majorité d’entre elles
restent localisées au niveau du proventricule de Iintestin antérieur (Bataille et al., 2005). Les
prohémocytes sont donc des précurseurs a double potentiel qui peuvent se différencier en

plasmatocytes ou en cellules a cristaux dépendant de P'activité respective de gemr-gem?2 et 3.

En résumé (Figure 22), initialement tous les prohémocytes expriment gez. Puis, la
transcription de gow est stoppée dans une sous population de prohémocytes (10 % du groupe
initial) qui vont commencer a exprimer /3, ainsi que 10 % de prohémocytes supplémentaires. Les
prohémocytes exprimant gez vont acquérir le destin plasmatocytaire (90 % des prohémocytes). 40

% des prohémocytes exprimant uniquement /z (donc 6 % du groupe initial) vont devenir des
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plasmatocytes par lactivité résiduelle de Gem, les 60 % restant maintiennent ’expression de %z

par une boucle d’autoactivation et vont devenir des cellules a cristaux.

5. Le répresseur du destin cellules a cristaux : U-shaped

U-shaped (Ush) est une protéine de la famille des Friend Of GATA, protéines a doigts de
zinc multiples connues pour réguler I'activité des protéines de la famille GATA (pour revue voir
Cantor et Orkin, 2005). #sh est exprimé dans les prohémocytes et dans les plasmatocytes tout au
long du développement (de 'embryon a la métamorphose).

Il a été montré que les embryons mutants pour #sh ont un nombre de cellules a cristaux
plus important (augmentation de 30 % par rapport au sauvage). Par opposition, I'expression
ectopique de #sh dans les précurseurs des cellules a cristaux conduit a une réduction du nombre
de cellules a cristaux matures (Fossett et al., 2001). L’ensemble de ces résultats indique que ce
facteur est un répresseur du destin cellule a cristaux, de fagon semblable 2 Gem. Cependant, a ce
jour, les relations entre Gem et Ush ne sont pas connues. Il a été mis en évidence que les
embryons gez-gem2 expriment toujours #sh (Bataille, 2000), indiquant que #sh n’est pas une cible
de Gem. Par contre, le profil d’expression de gew-gen2 chez des embryons ush reste a déterminer.
ush est exprimé des le stade 5 dans le mésoderme antérieur (Fossett et al.,, 2000), de la méme
facon que gemr-gem2, ce qui suggere que Gem-Gem?2 et Ush inhibent la différenciation des cellules
a cristaux via des voies de signalisation distinctes.

Ush est également exprimé deés le stade 16 de fagon hétérogéne dans la glande
lymphatique (Fossett et al., 2001 ; Muratoglu et al., 2006). Bien que sa fonction dans celle-ci ne
soit a ce jour pas connue, il est supposé que celui-ci réprime également la différenciation des

cellules a cristaux dans la glande lymphatique.
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6. Le récepteur PVR

Le récepteur PDGF/VEGF (PVR : PDGF/VEGF Receptor) est un récepteut tyrosine
kinase exprimé dans les plasmatocytes embryonnaires (Heino et al., 2001 ; Cho et al.,, 2002 ;
Bruckner et al, 2004). Il a été révélé que ce récepteur a deux fonctions au cours du
développement des plasmatocytes : il permet leur survie au cours de 'embryogenése en inhibant
leur apoptose et il est requis pour leur migration a travers 'embryon (Bruckner et al., 2004).

Le récepteur PVR est également exprimé dans toute la glande lymphatique excepté le CSP
(Jung et al, 2005). L’analyse de clones mutants pzr montre qu’il est impliqué dans la
différenciation des plasmatocytes au cours de '’hématopoiese larvaire. La perte de fonction de pvr
dans ces clones induit leur transformation en cellules 2 cristaux, mais, contrairement 2a
I’embryogenese, la perte de fonction de pur n’entraine pas une mort par apoptose des hémocytes

(Jung et al., 2005).

7. Les facteurs impliqués spécifiquement dans ’hématopoiése larvaire

7.1. La voie de signalisation Notch

La voie de signalisation Notch est impliquée dans de nombreux processus
développementaux (voir INTRODUCTION p27), pour revue Bolos et al., 2007. Au niveau de la
glande lymphatique, Notch est exprimé dans la ZM, et Serrate (son ligand) est exprimé
spécifiquement dans le CSP (Lebestky et al., 2003). Au cours de ’hématopoicse larvaire, Notch a
un role instructif pour la différenciation des cellules a cristaux (Duvic et al., 2002 ; Lebestky et al.,
2003). La perte de fonction de Notch réduit considérablement le nombre de cellules a cristaux

alors que Iactivation constitutive de cette voie aboutit a2 un grand nombre de celles-ci (Duvic et
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al., 2002). De plus, il a été montré que Notch est requis pour induire 'expression de /z dans la

glande lymphatique (Lebestky et al., 2003).

7.2. Le facteur de transcription Collier

Collier est un orthologue de EBF (early B-cell factor) des mammiféres (Hagman et al.,
1993 ; Crozatier et al., 19906), un facteur clé controlant la différenciation des lymphocytes B chez
la souris (Lin et Grosschedl, 1995 ; Maier et Hagman, 2002).

collier (col) est exprimé des le stade 13 au niveau des cellules a Torigine de la glande
lymphatique, puis son expression est spécifiquement localisée dans le CSP et dans la zone la plus
postérieure de chaque lobe secondaire jusqu’a la métamorphose. Chez la larve, il a été montré que
la perte de fonction de ¢/ dans la glande lymphatique n’a pas d’incidence sur les plasmatocytes et
les cellules a cristaux qui sont toujours présents (Crozatier et al., 2004). Par contre, les animaux co/
parasités par Leptopilina boulardi ne montrent pas d’induction de lamellocytes et par conséquent le
parasite se développe au dépend de la larve (Crozatier et al., 2004). De facon intéressante, les
animaux co/ présentent plus de plasmatocytes et de cellules a cristaux ce qui s’explique par la perte
de la ZM de la glande lymphatique, tous les prohémocytes ayant été différenciés en hémocytes
matures (Krzemien et al., 2007). De plus, les animaux ¢/ n’expriment plus serrate, exprimé
spécifiquement dans le CSP au niveau de la glande lymphatique (Crozatier et al., 2004) indiquant
que co/ est nécessaire a la maintenance du CSP. Réciproquement, expression ectopique de ¢/ a
l'aide de la lignée pilote s7p-Ga/4 (qui dirige 'expression de Gal4 dans toute la glande lymphatique
mais aussi dans les hémocytes circulants et sessiles, ainsi que dans le corps gras) induit la
production massive de lamellocytes et la formation de tumeurs mélaniques chez 5 % des
individus (Crozatier et al., 2004). ¢/ a donc un role instructeur pour la différenciation des

prohémocytes dans la glande lymphatique.
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Figure 23. La voie Hop/STAT92E (JAK/STAT) de la drosophile. La fixation du ligand sur le
récepteur de cytokine Dome entralne sa dimérisation ainsi qu’un changement conformationnel de sa
région intracytoplasmique. Ce changement de conformation appose les kinases Hop qui leur sont
associées, lesquelles s’activent par transphosphorylation de résidus tyrosines clefs. Ces résidus
tyrosines représentent des sites d’amarrage pour les facteurs STAT92E localisés dans le cytoplasme.
Une fois recrutés, les facteurs STATI2E sont activés par des phosphorylations qui sont assurées par
Hop. Les facteurs STATI2E activés sont alors transportés dans le noyau pour réguler la transcription
de génes cibles. L’activité de la voie Hop/STAT92E peut étre régulée par des inhibiteurs de deux
types : dpias qui se fixent directement aux facteurs STAT92E, et les SOCS qui inhibent I'activité du

récepteur Dome ou de la kinase Hop.
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7.3. Lavoie de signalisation JAK/STAT

La voie de signalisation JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducers and Activators of
Transcription) est tres conservée au cours de Iévolution, que ce soit au niveau de ses
composantes ou de ses fonctions (pour revues Hou et al., 2002 ; Arbouzova et Zeidler, 2000).
Chez la drosophile, cette voie de signalisation fut d’abord caractérisée pour son role durant
Iembryogenese ou elle participe a la segmentation (Perrimon et Mahowald, 1986 ; Binari et
Perrimon, 1994). Lors de '’hématopoicse larvaire, cette voie de signalisation est active dans la ZM
de la glande lymphatique (Krzemien et al., 2007). Cette voie peut également ¢tre activée dans le

corps gras en cas de réponse immunitaire humorale (Agaisse et al., 2003).

Les composants principaux de la voie JAK/STAT sont le ligand Unpaired, le récepteur
Domeless (Dome, connu également sous le nom de Master of marelle), la kinase Hopscotch
(Hop) et STAT92E (connu également sous le nom de Marelle). Les évenements de la cascade de
signalisation sont décrits dans la Figure 23.

L’activité de cette voie de signalisation peut étre régulée par des inhibiteurs de deux
types : les PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT) qui se fixent directement aux facteurs
STATS, et les SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) qui inhibent lactivité du récepteur ou de

la kinase JAK (Hou et al., 2002).

Chez la drosophile, il existe un unique dpias (connu également sous le nom de Su(var)2-
10 et de Zimp), un membre de la famille des PIAS/Miz1/ARIP3 (Mohr et Boswell, 1999), qui
régule négativement la voie JAK/STAT (Hop/STATI2E) en interagissant physiquement avec la
forme tyrosine-phosphorylée de STAT92E (forme active) (Betz et al., 2001). L’ARNm de dpias

est uniformément distribué aux stades blastoderme syncytial et cellulaire, mais n’est plus du tout
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détectable apres rétraction de la bandelette germinale (Mohr et Boswell, 1999). dpias est également

exprimé chez la larve et chez I’'adulte mais son profil d’expression n’est a ce jour pas défini.

Un des premiers indicateurs que cette voie de signalisation pouvait étre impliquée dans le
développement des hémocytes est venu de la caractérisation des alleles dominants gain de
fonction pour hop. En effet, deux mutations thermosensibles (Tumerous-lethal (Tum-l) et T42) ont
comme conséquence des protéines Hop dont 'activité kinase est constitutivement activée (Luo et

Tum-1

al., 1995 ; Luo et al,, 1997). 11 a été montré que les larves hop " présentent des lamellocytes dans
leur hémolymphe lorsqu’elles sont placées a une température restrictive ce qui aboutit 7 fine a la
formation de tumeurs mélaniques en L3 (Harrison et al., 1995 ; Luo et al., 1995 ; Zettervall et al.,
2004). De plus, le phénotype de tumeurs mélaniques des larves hop'™”’ peut étre sauvé par la
suppression d’'une copie de sz292FE (Hou et al., 1996) ou par la surexpression de dpias (Betz et al.,
2001). Enfin, la perte de fonction de dpias aboutit également a la formation de tumeurs
mélaniques en L3 (Betz et al., 2001 ; Hari et al., 2001). Ceci montre le réle de régulateur négatif
de dpias sur la voie JAK/STAT. Le réle du ligand Upd n’a pas été étudié dans ’hématopoiese.
Cependant, il a été mis en évidence que lors d’'une infection bactérienne, les plasmatocytes

signalent l'infection au corps gras via Upd3 (Agaisse et al., 2003), il peut donc étre supposé qu’un

tel mécanisme peut également avoir lieu en cas de parasitage.

Les larves mutantes perte de fonction pour la voie JAK/STAT ont un nombre
d’hémocytes en circulation comparables aux larves sauvages (Remillieux-Leschelle et al., 2002 ;
Sorrentino et al., 2004) mais ces animaux n’ont plus de ZM (Krzemien et al., 2007). Il a été
montré que co/ est nécessaire au maintient de cette voie de signalisation en L3 dans la ZM. De
plus, les animaux mutants pour cette voie de signalisation montrent une réduction de leur

capacité d’encapsulation lors d’un parasitage par la guépe Leptopilina boulard; (Remillieux-Leschelle
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et al., 2002 ; Sorrentino et al., 2004). ¢/ agit donc pour maintenir Pactivité de la voie JAK/STAT

dans la ZM et de ce fait le caractere « prohémocyte » de ces cellules.

L’ensemble de ces données met en évidence le role essentiel de cette voie de signalisation

dans la différenciation des lamellocytes.

- 49 -



Invected GFP Invected/GFP

gem>encGFP

Figure 24. gcm est exprimé dans la premiére rangée de cellules de chaque segment. Double
immunomarquage Invected (rouge, A,A’) et GFP (vert, B,B’) sur embryon gon-Gald,UAS-encGFP,
exprimant la GFP selon le profil d’expression de gez. Stade 15 présenté en vue latérale, le coté antérieur
étant a gauche. L'immunomarquage anti-GFP marque le cytoplasme et le noyau des cellules qui
expriment gez alors que 'immunomarquage anti-Invected marque le noyau des cellules qui expriment
engrailed. (C,C’) montre simultanément les deux marquages. Les zones délimitées en lignes interrompues
(A-C) représentent les zones agrandies en A’-C’. engrailed est exprimé dans la partie la plus postérieure
de chaque segment et goz est exprimé dans les cellules adjacentes a engrailed, ce qui correspond aux

cellules tendon a la limite du segment. Barres d’échelle 50 um.
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L’analyse du profil d’expression des genes go et gem? chez Pembryon a révélé que ces
genes sont également exprimés dans une rangée de cellules épidermiques des le stade 12 (Hosoya
et al,, 1995 ; Jones et al., 1995 ; Vincent et al., 1996 ; Kammerer et Giangrande, 2001 ; Alfonso et

Jones, 2002) qui pourraient correspondre aux cellules tendon (Figures 5 et 24).

III. LES SITES DPATTACHEMENTS MUSCULAIRES CHEZ I’EMBRYON : LES

CELLULES TENDON

A. Le systéeme musculaire de la drosophile

Chez les insectes, chaque fibre musculaire est attachée a la cuticule par I'intermédiaire de
cellules épidermiques spécialisées : les cellules tendon (Figure 25). Ces cellules ont pour role de
transmettre la tension induite par les contractions musculaires a la cuticule ce qui permet la
locomotion durant la vie larvaire. La musculature somatique de la larve, qui est mise en place
durant 'embryogenése, est composée de trente fibres musculaires pour chaque hémisegment,
organisées de facon stéréotypée. Chacun de ces muscles acquicre un destin spécifique da a
I’expression combinée unique de facteurs de transcription hérités par les cellules précurseurs des
muscles. La spécificité d’'un muscle est déterminée par son orientation, le nombre de myoblastes
compétents ayant fusionnés et la morphologie du muscle (Bate, 1990).

Chez I'embryon de drosophile, deux catégories de cellules tendon ont été décrites en
fonction de leur position dans chaque segment et des muscles qu’elles attachent : les cellules
tendon en bord de segment qui attachent les muscles longitudinaux, et les cellules tendon
intrasegmentaires qui attachent les muscles transversaux latéraux (Figure 25). g et gom?2

semblent étre exprimés dans les cellules tendons en bord de segment.
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Figure 25. Organisation de ’attachement des muscles aux cellules tendon. (A) Embryon sauvage
au stade 16 en vue latérale, coté antérieur a gauche. Les muscles somatiques sont visualisés a 'aide d’un
immunomarquage anti-Myosine. Barre d’échelle 50 um. (B) Vue schématique de 'organisation des
muscles somatiques et des cellules tendon sur un segment (encart en A). Les cellules tendon en bord de
segment (vert foncé) attachent les muscles longitudinaux (rouge), et les cellules tendon
intrasegmentaires (vert clair) attachent les muscles transversaux latéraux (orange). (C) Les cellules
tendon (vert foncé) sont des structures dérivées de I’épiderme (vert) qui sont elles méme attachées a la
cuticule de 'embryon (jaune). La fixation et le maintient des muscles aux cellules tendon sont réalisées
grace aux composants de la matrice extracellulaire qui sont déposés au niveau des sites d’attachement

muscles — cellule tendon.
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B. La détermination des précurseurs des cellules tendon

La détermination et la différenciation de toutes les cellules tendon est dépendante du gene
stripe qui représente donc le gene maitre de la différenciation des cellules tendon chez la
drosophile (de la Pompa et al., 1989 ; Lee et al., 1995 ; Becker et al., 1997). s#ripe code pour deux
facteurs de transcription, Stripe a et Stripe b, produits par épissage alternatif. Stripe a et Stripe b
différent dans leur région N-terminale mais partagent un méme DBD de type Early Growth
Response-like (EGR) a trois doigts de zinc (Frommer et al., 1990).

Les embryons mutants pour s#jpe ne possedent pas de cellules tendon (Volk et
VijayRaghavan, 1994 ; Frommer et al., 1996 ; Becker et al., 1997 ; Vorbruggen et Jackle, 1997).
De plus, les cellules tendon présomptives des embryons strpe n’expriment pas le répertoire des
genes caractéristiques de ces cellules, tels que shorstop (connu également sous le nom de groovin ou
de kakapo) (Volk et VijayRaghavan, 1994), delilah (Armand et al., 1994), B1 tubulin (Buttgereit et

al., 1991 ; Buttgereit, 1993). Cette absence de cellule tendon aboutit finalement a une

désorganisation de la musculature somatique et a des muscles envoyant des filopodes dans de
mauvaises directions (Volk et VijayRaghavan, 1994 ; Frommer et al., 1996 ; Becker et al., 1997 ;
Vorbruggen et Jackle, 1997). La perte de fonction de s#ipe élimine stripe a et stripe b, ne permettant
pas de déterminer la fonction spécifique de chaque isoforme. Toutefois, I'isoforme s#ipe b est
présente dans tous les précurseurs et dans toutes les cellules tendon. De plus, expression
ectopique de s#ipe b induit I'expression ectopique de tous les genes connus jusqu’a présent dans
les cellules tendon : shortstop, alien, delilah, B1 tubulin, stripe a (Becker et al., 1997 ; Vorbruggen et
Jackle, 1997) et how (Nabel-Rosen et al., 1999). L’expression ectopique de s#ipe b dans 'épiderme
induit donc des cellules tendon ectopiques, également capables d’attirer les muscles somatiques ce

qui se reflete par une désorganisation de la musculature (Becker et al., 1997 ; Vorbruggen et

Jackle, 1997). stripe a est retrouvé plus tardivement au cours du développement et uniquement
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Figure 26. Développement d’une cellule tendon. (A) L’expression précoce de stripe défini
les cellules précurseurs des cellules tendon de fagon indépendante des muscles. Cette
expression précoce de s#ipe induit une activité attractive des cellules tendon sur les myotubes
et Pexpression des génes afien, how et shortstop. (B) Les muscles attirés par les cellules tendon
libérent au niveau de celle-ci la protéine Vein. Vein va activer le récepteur Egfr qui va
déclencher P'expression tardive de s#ipe. La différenciation terminale de la cellule tendon a alors
lieu, ce qui est caractérisé par 'expression des genes tardifs de la différenciation des cellules

tendon, la B7 tubulin et delilah.
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dans les cellules tendon en bord de segment (Frommer et al., 1996), suggérant que strzpe a n’est

impliqué que dans la maturation de certaines cellules tendon. Sa fonction reste a étre déterminée.

C. L’assemblage muscles — tendons

Le développement des cellules tendon se déroule en deux phases (Figure 26). Lors de la
premicre phase, indépendante des muscles, s#ipe est exprimé dans les précurseurs des cellules
tendon. Cette expression de s#ipe précede lattachement des muscles aux cellules tendon, et a
également lieu chez les embryons mutants perte de fonction pour #wist, ou aucun muscle
somatique n’est formé (Becker et al., 1997). La deuxieme phase du développement des cellules
tendon est, quant a elle, dépendante des muscles : 'expression de s#zpe est maintenue uniquement

dans les cellules ayant attach¢ un muscle.

1. Les cellules tendon et le guidage des muscles

Durant embryogenese, les myoblastes se différencient, a partir de précurseurs dans le
mésoderme, en des myotubes syncytiaux a travers des étapes consécutives de prolifération,
migration et fusion (pour revue voir Bate, 1993).

L’identité des précurseurs des muscles somatiques a lieu durant les stades précoces de
I’embryogencse, avant leur attachement aux cellules tendon. Apres la fusion des myoblastes (stade
12-13), les myotubes migrent sous 'ectoderme et étendent des prolongements cytoplasmiques
dans toutes les directions vers les précurseurs des cellules tendon jusqu’a ce que le myotube et la
cellule tendon rentrent en contact. Les précurseurs des cellules tendon immatures guident les
myotubes vers leur correct site d’attachement. En effet, les cellules qui exprime s#jpe de fagon
ectopique dans I'ectoderme ou dans les glandes salivaires sont capables d’attirer les muscles a

proximité (Becker et al., 1997 ; Vorbruggen et Jackle, 1997).
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2. La maturation des cellules tendon

Le nombre initial de cellules précurseurs exprimant s#7zpe est plus élevé que le nombre
final de cellules tendon matures. Par exemple, parmi les deux groupes d’environ treize
précurseurs des cellules tendon intrasegmentaires, seulement trois par groupe vont continuer
d’exprimer stripe et se développer en cellules tendon matures, connectées aux trois muscles
transversaux latéraux de chaque segment. Cette parfaite concordance entre le nombre de muscles
et de cellules tendon suggére une interaction directe entre ces deux types cellulaires. En effet,
dans certains mutants ou des groupes de muscles sont absents, les cellules précurseurs
correspondantes ne maintiennent pas lexpression de s#ipe et perdent leur potentiel a se
développer en cellules tendon matures (Becker et al., 1997). Ceci suggere Pexistence d’un facteur
de différenciation provenant des muscles et induisant la maturation des cellules tendon.

Lors d’un crible perte de fonction, réalisé dans le but d’identifier les genes impliqués dans
les interactions muscles/cellules tendon, Vein, un ligand du récepteur EGF (Egft) de type
neuréguline (Schnepp et al., 1996), fut identifié (Yarnitzky et al., 1997). Les embryons mutants
perte de fonction pour vein n’expriment pas les marqueurs de différenciation terminale delilah et
B1 tubulin (Yarnitzky et al., 1997). A Topposé, expression ectopique de zein dans ectoderme
induit une expression ectopique de delilah et B1 tubulin mais aussi de stripe. Ce phénotype dépend
de la disponibilité de I'Egfr dans les cellules répondantes et dépend de la voie de signalisation Ras.
En effet, l'expression des marqueurs spécifiques aux cellules tendon peut étre induite patr
l'expression ectopique de la forme active de Ras dans 'ectoderme (Yarnitzky et al.,, 1997). Vein
est donc un signal émis par le muscle qui active la voie de signalisation de TEGF dans les cellules
tendon, et qui est exigé pour la différenciation terminale des cellules tendon une fois les muscles
attachés. L’ ARNm de vezn est présent a des niveaux élevés dans tous les muscles somatiques avant
leur attachement aux cellules tendon. Par contre, la protéine Vein est fortement concentrée

spécifiquement a l'emplacement ou va se former la jonction entre le muscle et sa cellule tendon.
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Figure 27. Les jonctions hémiadhérentes muscles-cellules tendon. (A) Jonction hémiadhérente

(HA) (téte de fleche) entre un muscle somatique (M) et

une cellule tendon (*) d’'un embryon au stade 17,

visualisée en microscopie électronique. La jonction hémiadhérente apparait dense aux électrons. (B)
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tendon est bien ancrée a la cuticule, permettant ainsi la transmission des contractions musculaires.
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Cette accumulation localisée est probablement critique pour n’induire la maturation que d'une
cellule tendon unique. De plus, cette accumulation est probablement essentielle pour une
activation forte et continue de I'Egfr étant donné que Vein est connu pour étre un ligand

relativement faible de la voie de signalisation de 'Egfr (Schnepp et al., 1998).

3. La différenciation terminale des cellules tendon

Seules les précurseurs des cellules tendon qui sont rentrés en contact avec des myotubes
vont se différencier en cellules tendon matures (Buttgereit, 1996 ; Becker et al., 1997). Cette
maturation est essentielle pour la formation de jonctions hémiadhérentes entre le muscle et la
cellule tendon afin de lier étroitement les deux types cellulaires entre eux et pour développer la
résistance et Iélasticité de la cellule tendon. Ceci permet la transmission des contractions
musculaires a la cuticule durant la locomotion (Subramanian et al., 2003).

Les jonctions hémiadhérentes sont formées d’une part entre le muscle et la matrice
extracellulaire (MEC) secrétée dans I’espace entre le muscle et la cellule tendon, d’autre part entre
la cellule tendon et le méme matériel de la MEC (Figure 27). La formation de jonctions
hémiadhérentes est associée a des changements morphologiques au niveau du muscle et de la
cellule tendon. Au niveau du muscle, la formation de la jonction induit arrét de la formation des
filipodes a Pextrémité du muscle (Bate, 1990) et la mise en place de tous les composants requis
pour construire la jonction adhérente. Dans la cellule tendon, la formation de la jonction est
associée avec un réarrangement du cytosquelette et a un changement de morphologie de la cellule
(Tepass et Hartenstein, 1994). Les jonctions hémiadhérentes formées des deux cotés dépendent
d’intégrines (protéines réceptrices transmembranaites), I'hétérodimere APS2BPS coté musculaire
et APS1PBPS coté cellule tendon (Bogaert et al., 1987 ; Leptin et al., 1989). Ces récepteurs lient la
Tiggrin, Laminine A et Thrombospondin, composants majeurs de la MEC au niveau de la

jonction muscles/cellule tendon (Fogerty et al., 1994 ; Gotwals et al., 1994 ; Prokop et al., 1998 ;
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Chanana et al., 2007 ; Subramanian et al., 2007). La MEC apparait comme un matériel dense aux
électrons en microscopie électronique, accumulée dans 'espace entre la cellule tendon et le
muscle et contient en plus de la Tiggrin, de la Laminine A et de Thrombospondin, des autres
protéines comme M-Spondin (Umemiya et al., 1997), Masquerade (Murugasu-Oet et al., 1995) et
Vein (Strumpf et Volk, 1998). Le mécanisme de dépot de ces composants n’est pas trés clair mais
il a été montré la présence d’hémocytes pres des jonctions muscles/cellules tendon sécrétant de la
Tigerin et de la Laminin (voir INTRODUCTION p33) (Fogerty et al., 1994 ; Bunch et al., 1998 ;
Martin-Bermudo et Brown, 2000). En I'absence d’intégrines fonctionnelles, comme chez les
embtyons myospheroid ou la sous unité BPS est absente, les muscles approchent les cellules tendon
et entrent en contact mais a la premicre contraction musculaire, les muscles se détachent et
prennent une forme arrondie (Wright, 1960). L’établissement de cette jonction hémiadhérente
entre le muscle et sa cellule tendon est considéré comme étant le stade final de la maturation de

ces deux types cellulaires.

La fonction des genes gow-ge2 dans les cellules tendon sera abordée dans les résultats de

ma thése.
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Figure 28. Arbre phylogénétique non raciné des protéines Gem. Cet arbre phylogénétique de type

« Phenogram » a été réalisé a partir d’'un alignement des séquences protéiques des différents Gem,

décrits ou prédits, a 'aide du programme Muscle. L arbre 4 été construit a 'aide du programme PhyML

qui utilise DPalgorithme PHYLIP. Ces

programmes

sont disponibles

sur le

site Internet

http:] [ www.phylogeny.fr. Dans cet atbre, les feuilles représentent les especes existantes, les nceuds

internes représentent les ancétres et la racine représente I'ancétre le plus ancien du point de vue de

I’évolution.
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IV. LES ORTHOLOGUES DE Gecm ET Gem2

Les genes gom-gem2 sont conservés au cours de I’évolution, ils ont été mis en évidence
aussi bien chez Poursin que chez 'homme (Figure 28). Jusqu’a présent, il a été identifié un
orthologue chez l'oursin ($pGCM) et chez le poisson zebre (GCMb) et deux orthologues GCMT
et GCM?2 (également appelés GCMa et GCMDb) chez le poulet, la souris et ’homme (Akiyama et
al., 1996 ; Altshuller et al., 1996 ; Kim et al., 1998 ; Schreiber et al., 1998 ; Ransick et al., 2002 ;
Hanaoka et al., 2004 ; Hashemolhosseini et al., 2004 ; Okabe et Graham, 2004). Les protéines
Gcem de toutes les especes présentent un DBD de type GCM qui caractérise cette famille de
facteurs de transcription. Ce domaine est la seule région présentant une homologie significative

entre les protéines des diverses especes (Akiyama et al., 19906).

A. Fonctions des genes GCM1 et GCM?2 chez les vertébrés

1. Role de GCM1

Chez 'embryon de souris (stade E7.5 a E17.5), 7-GCMT est exprimé dans les cellules du
trophoblaste puis dans les cellules du labyrinthe qui dérivent du trophoblaste (Basyuk et al.,
1999). Les embryons de souris déficientes pour 7-GCMT présentent une absence de labyrinthe et
meurent durant 'embryogenése vers le stade E10 en conséquence d’apports insuffisants en
nutriments et oxygene (Anson-Cartwright et al., 2000 ; Schreiber et al., 2000). De plus, il a été mis
en évidence qu’en I'absence de 7#-GCMT, les cellules du trophoblaste ne fusionnent pas afin de
former un syncytiotrophoblaste ce qui explique 'absence de labyrinthe. Récemment, la syneytin a
été identifiée comme une cible directe de /-GCMT7 dans le placenta humain (Yu et al.,, 2002) etil a
¢té montré que son expression est une étape clé dans la formation du syncytiotrophoblaste

(Knerr et al., 2005). Chez la souris, il existe deux genes, Syneytin A et Syneytin B, qui sont exprimés
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dans le labyrinthe du placenta (Dupressoir et al., 2005), suggérant que le phénotype observé chez
les souris déficientes pour 7-GCMT pourrait étre da a Pabsence de expression de ces genes dans
le placenta. Une deuxieme cible de /--GCMT7 dans le placenta humain est ’aromatase (Yamada et al.,
1999), gene spécifiquement exprimé dans le syncytiotrophoblaste, unique membre de la famille
du cytochrome P-450 responsable de la biosynthése de 'cestrogene (Thompson et Siiteri, 1974).
De fagon intéressante, chez le poulet, ~GCMT est exprimé au niveau de la membrane
chorioallantoique, adjacente aux vaisseaux sanguins extra embryonnaires (Hashemolhosseini et
al., 2004) suggérant ainsi que la fonction extra embryonnaire de GCMT est conservée chez les

aviens et les mammiféres.

Depuis la période périnatale jusqu’a 'adulte, 7-GCM7 est également exprimé dans le rein
et le thymus (Hashemolhosseini et al., 2002). L’expression de 7-GCMT dans le rein commence a
un stade ou celui-ci est déja formé, suggérant que 7-GCMT est plus impliqué dans sa physiologie
que dans son développement. L’expression de 7-GCM7 dans le thymus est restreinte a un petit
groupe de cellules, source auxiliaire de TI’hormone parathyroidienne apres la glande

parathyroidienne (voir ci-dessous). La fonction de 7-GCMT dans ces cellules reste a déterminer.

2. Role de GCM2

GCM2, le second orthologue, est exprimé dans la glande parathyroide des mammiferes
(Kim et al., 1998). Les souris déficientes pour 7-GCM?2 sont viables a 70 % mais ne possedent
pas de glande parathyroide, les 30 % restant mourant a la suite d’une sévére hypocalcémie
caractéristique d’un hypoparathyroidisme (Gunther et al, 2000). Cependant I’hormone
parathyroidienne chez ces animaux dépourvus de 7-GCM?2 est présente a un niveau comparable
aux animaux sauvages (Gunther et al., 2000). En effet, il a été¢ mis en évidence I'existence d’une

source secondaire de I’hormone parathyroidienne dans le thymus, plus précisément les cellules
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exprimant 7-GCMT, qui compense l'absence de syntheése de cette hormone par la glande
parathyroide (Gunther et al., 2000). Chez ’'homme, les familles ayant une mutation dans /-GCM?2
présentent également un hypoparathyroidisme (Ding et al., 2001) confirmant 'importance de /-
GCM?2 dans le développement de la parathyroide. De facon intéressante, il a été mis en évidence
que les personnes arborant une mutation de /-GCM?2 présentent une carence totale en hormone
parathyroidienne (Maret et al., 2004) suggérant I'absence de source auxiliaire pour 'hormone
parathyroidienne. En effet, I'expression de /-GCMT et la production d’hormone parathyroidienne
dans le thymus n’ont pas pu étre mis en évidence chez ’homme (Maret et al., 2004).

Lors du développement des vertébrés terrestres (mammiféres et aviens), les arcs
pharyngiens se développent en différents organes dont le thymus, la glande thyroide et la glande
parathyroide (Graham et Smith, 2001). En suivant Pexpression de GCMJ chez le poisson, qui n’a
pas de glande parathyroide, il a été mis en évidence que GCMb est exprimé dans I’épithélium
pharyngien et qu’il était requis pour le développement des bourgeons des filaments de 'oufe
(Hanaoka et al., 2004 ; Hogan et al., 2004 ; Okabe et Graham, 2004). Par conséquent, la glande
parathyroide et les filaments de 'ouie sont des structures évolutivement connexes. Il est fort
probable que la glande parathyroide ait été mise en place lors de la transformation des ouies

pendant I’évolution des tétrapodes.

B. Expression et role des génes Gcm dans le systéme nerveux des vertébrés

Bien que les genes gemr-gem2 soient les genes maitres de la gliogenése chez la drosophile, un

possible role des orthologues GCM7 et GCM?Z2 dans le systeme nerveux des vertébrés était

toujours discuté au moment ou j’ai commencé mon travail de these.
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1. GCM1

Aucune étude jusqu’a présent n’a permis de mettre en évidence un role clair de GCMT
dans le systeme nerveux des vertébrés. Cependant plusieurs arguments permettent de supposer

que ce gene participe a la formation du systeme nerveux.

Lors de I'isolation de 7-GCMT chez la souris, des expériences de PCR sur des ADNc de
différents tissus des stades E9.4 a P4, ainsi que des hybridations 7z situ ont été réalisées afin de
déterminer le profil d’expression de #-GCMT1, cependant aucune expression de 7-GCMT ne fut
détectée dans le systeme nerveux (Altshuller et al., 1996). Quelques années plus tard, I'expression
de 7-GCMT fut mise en évidence par des expériences de PCR étendues sur des préparations
d’ADNc de cerveau de souris embryonnaire, et ce, au stade E9.5 mais pas a des stades de
développement plus tardifs (Kim et al., 1998), suggérant que I'expression de »-GCMT est
relativement faible dans le systéme nerveux. Récemment, des expériences de PCR classiques, sur
des préparations d’ADNc de cerveau de souris a différents stades du développement, ont montré
que 7-GCMT est exprimé dans le systeme nerveux depuis Pembryogenése jusqu’a 'adulte (stade
E12 a adulte) (Iwasaki et al., 2003). L’expression de »-GCMT a également été détectée par
hybridation 7 sitn sur coupe de cerveau de souris au stade E14 au niveau du thalamus ainsi que
I’éminence ganglionique (Iwasaki et al., 2003), cependant, ce profil d’expression est distinct de
celui des marqueurs d’astrocytes précoces/glie radiaire. A P'opposé, l'utilisation d’une lignée de
soutis transgénique ou le geéne de la Bgalactosidase remplace la région codante de m-GCMI,
permettant d’identifier le profil d’expression de 7-GCMT, n’a pas permis de mettre en évidence
une quelconque expression de 7-GCMT dans le systeme nerveux, et ce, quelque soit le stade

analysé (Hashemolhosseini et al., 2002).
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Des études de surexpression dans des cellules de cerveau embryonnaire de souris en
culture, ont montré que 7-GCMT induit I'expression des marqueurs astrocytaires S100 et GFAP
(Glial Fibrillary Acidic Protein) ainsi que la répression du marqueur neuronal MAP2
(Microtubule-Associated Protein 2) (Iwasaki et al., 2003), ce qui sous entend que 7-GCMT induit
le lignage astrocytaire au dépend du destin neuronal, comme chez la drosophile au cours de
Iembryogencse. Ce phénotype est également observé 7z vivo lorsque #-GCMT est exprimé de
fagon ectopique a l'aide d’un rétrovirus dans le cerveau embryonnaire de souris (Iwasaki et al.,
2003). De méme, 'expression ectopique et transitoire de 7-GCM7 dans la moelle épini¢re durant
Iembryogencse induit une neurulation secondaire pouvant aboutir a une spina bifida ou a une
(des) moelle(s) épiniere(s) ectopique(s) composée(s) de glie et de neurones (Nait-Oumesmar et
al., 2002). Cependant, expression de 7-GCMT n’a pas pu étre mise en évidence dans la moelle
épiniére au stade ou a lieu la neurulation secondaire ce qui ne permet pas de confirmer que 7-
GCMT est requis lors de ce processus. Au contraire de ces études montrant I'implication de
GCMT au cours du développement du systeme nerveux des vertébrés, il a été montré que
Iexpression ectopique de 7-GCMT n’est pas capable d’induire le destin de glie de Muller dans la
rétine de souris (Hojo et al., 2000). Ensemble, ces résultats indiquent que »-GCMT peut

contribuer fonctionnellement a la génération de sous populations gliales spécifiques.

De fagon intéressante, il a été mis en évidence que 7-GCMT est capable d’induire de la
glie ectopique chez 'embryon de drosophile lorsqu’il est exprimé dans le territoire neural (Kim et
al., 1998 ; Reifegerste et al., 1999). De plus, 7-GCMT est capable de sauver le phénotype chez des
embryons de drosophile mutants pour gz (Kim et al., 1998). »-GCMT7 est donc conservé
fonctionnellement avec go.

Par ailleurs, I'induction de I'expression du gene gz de drosophile dans des cellules de

médulloblastome (cellules neuroectodermiques humaines), induit Pexpression du marqueur glial

- 60 -



INTRODUCTION

GFAP (Buzanska et al., 2001). Ensemble, ces données suggerent une conservation des propriétés

fonctionnelles et biochimiques entre les différentes protéines GCM1.

2. GCM2

Contrairement a GCMT, trés peu de recherches ont été réalisées afin de mettre en
évidence un role possible de GCM?2 dans le développement du systeme nerveux des vertébrés.
Cependant, /-GCM?Z2 fut cloné a partir d'une banque d’ADNc de cerveau humain feetal
(Kammerer et al., 1999 ; Kanemura et al., 1999) suggérant qu’il pourrait jouer un réle durant le
développement du systeme nerveux humain. De méme, la présence du transcrit de 7-GCM2 a été
mise en évidence par PCR sur une préparation d’ADNc de cerveau de souris, du stade
embryonnaire a 'adulte (Kim et al., 1998 ; Iwasaki et al., 2003).

De fagon surprenante, contrairement a 7-GCMT, Pexpression ectopique de 7-GCM2 dans
le territoire neural chez la drosophile n’est pas capable d’induire de la glie ectopique (Kim et al.,
1998) alors que son degré d’homologie au niveau du DBD Gcm est similaire a celui entre 7-
GCMT et gem, suggérant que gem et m-GCMT peuvent recruter un méme cofacteur et non -

GCM2, ou que m-GCM?2 et gemr n’ont pas les méme capacités transactivatrices.

GCM1 et GCM2 sont donc exprimés dans le systeme nerveux des vertébrés, cependant
leurs profils d’expression et leurs fonctions dans ce territoire n’ont toujours pas été élucidés.
Sont-ils chez les vertébrés, comme chez la drosophile, requis dans le développement du systéeme

nerveux ?
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Lors de la recherche du domaine d’expression des genes gz et gom? au cours de
Iembryogenese, il a été mis en évidence que ces deux genes présentent un profil d’expression
segmenté au niveau de I'épiderme a partir du stade 12 (Figure 5) (Vincent et al., 1996 ;
Kammerer et Giangrande, 2001 ; Alfonso et Jones, 2002). Cependant, jusqu’a notre étude, aucun

groupe n’avait déterminé la nature de ces cellules, ni la fonction de gez-ge2 dans ce territoire.

Résumé de la publication :

v’ gcm et gem2 sont exprimés dans les cellules tendon embryonnaires

Dans le but d’identifier quelles cellules expriment go et g2 dans I'épiderme, un double
immunomarquage pour la GFP et Stripe, le marqueur des cellules tendon, a été réalisé sur des
embryons gen-Gald,UAS-encGEFP, qui expriment la GFP selon le profil d’expression de gezz. Ceci a
permis de mettre en évidence que go et g2 sont coexprimés dans un sous-type de cellules
tendon, celles situées a Pextrémité antérieure de chaque segment et qui attachent les muscles
longitudinaux. De fagon intéressante, les genes ge-gem2 sont exprimés dans ces cellules depuis le

milieu de 'embryogenese (stade 12) et persiste jusqu’a la fin de celle-ci.

v’ gcm et gem?2 sont nécessaires pour la différenciation terminale des cellules tendon

Dans le but d’identifier la fonction de ge-ge2 dans ces cellules, 'organisation musculaire
des embryons gem-gem2 a été analysée car tout défaut de développement des cellules tendon se
traduit systématiquement par un défaut musculaire. Par exemple, chez les embryons s#ipe, les
muscles se détachent a la premicre contraction et prennent un aspect « rond », de plus dans ces
embryons les marqueurs des cellules tendon ne sont pas exprimés. De facon intéressante, les

embryons gen-gem2 ne présentent pas de défaut musculaire jusqu’au stade 16. De plus, la phase de
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différenciation des cellules tendon dépendante des muscles a bien lieu ce qui est caractérisé par
Pexpression des marqueurs de différenciation tardifs : delilah et B1-tubulin. Par contre, dés le stade
17, les muscles longitudinaux ventraux dépassent leur cellule tendon cible, traversent la ligne
médiane de 'embryon et vont s’attacher aux autres muscles. Ces muscles sont cependant toujours
attachés et présentent de lintégrine BPS au niveau de leur attachement avec les autres muscles.
Ces phénotypes peuvent étre sauvés a 'aide d’une expression ciblée de gz ou de ge2 dans les
cellules tendon en contexte mutant pour gewz-gem2.

Les phénotypes des embryons gen-gom2 sont donc totalement différents de ceux observés
chez les embryons s#ipe, ce qui suggere que ces genes possedent des voies de signalisation

distinctes dans ces cellules.

De fagon intéressante, les embryons goz ou g2 ne présentent pas de phénotypes
musculaires. Par contre, les embryons homozygotes gz et hétérozygotes g2 présentent un
phénotype similaire aux embryons gmn-gem2, cependant celui-ci est moins séveére et moins
pénétrant. Au contraire, les embryons homozygotes gez2 et hétérozygotes g ne présentent pas
de phénotypes musculaires. Ces résultats supportent le fait que ces deux genes sont requis et que

leur dosage est important.

v La perte de fonction spécifique de gcem-gecm2 dans les cellules tendon induit une

désorganisation des muscles ainsi que des problémes de locomotion

Chez les embryons gem-gem?2, 'absence de cellules gliales entraine une létalité avant la fin
de 'embryogenése ce qui peut entrainer une minoration des phénotypes musculaires. En effet, les
animaux ger-gem2, étant dépourvus de glie, meurent avant que les sites d’attachement musculaires
solent totalement différenciés et fonctionnels. De plus, les défauts des jonctions

neuromusculaires induits par DPabsence de glie affectent probablement les contractions
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‘ Genes cibles de Gem-Gem?2
Gcm ou Gem?2
GBS
B
Génes cibles de Gem-Gem?2
Dominant Négatif (GecmPY)
C

Génes cibles de Gem-Gem?2

Controle :
Dominant Négatif muté (Gem™7-#PN)

Figure 29. Principe du dominant négatif Gecm. (A) Gem et Gem2 sont constitués d’un domaine activateur
(AD) et d’'un domaine de liaison a TADN (DBD). En conditions sauvages, Gem et Gem2 se fixent sur leur
séquence cible GBS afin d’activer la transcription de leurs genes cibles. (B) Le dominant négatif Gem (GemPN)
est constitué du DBD Gem et du domaine tépresseur d’Engrailed. Lotrsque goPN est exprimé dans les cellules
Gcem, il rentre en compétition avec les protéines Gem et Gem2 endogenes et réprime I'expression des genes
cibles de Gem-Gem? lorsqu’il se fixe aux séquences GBS. (C) Le dominant négatif muté Gem (GemN7-4PN) est
constitué du DBD Gem muté et du domaine répresseur (RD) d’Engrailed. Lorsque genN#PN est exprimé dans
les cellules Gem, il ne peut pas se fixer aux séquences GBS, les genes cibles de Gem-Gem?2 sont donce toujours

exprimés normalement.
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musculaires qui débutent normalement en fin d’embryogenese. Les cellules tendon des animaux
gem-gem2 ne sont donc pas sollicitées comme des cellules tendon d’animaux sauvages. 11 est donc
possible que le phénotype observé soit sous-estimé car les muscles ne se sont pas contractés
comme chez les animaux sauvages. Afin de contrecarrer ces effets di a I'absence de glie, une
construction dominant négatif pour gem-gem?2 (gon™, Figure 29) qui permet de réaliser une perte
de fonction de gom-gem?2 spécifiquement dans les cellules tendon a été utilisée. En effet, cette
construction dominant négatif (g”) contient le domaine de liaison 2 PADN de Gem ainsi que
le domaine répresseur d’Engrailed. 1. utilisation d’une deuxiéme construction goz"” ™", le méme
dominant négatif mais avec la mutation N7-4 dans le domaine de liaison a PADN de Gcm,
empéchant ainsi sa fixation a ADN, permet de vérifier la spécificité des phénotypes observés
avec gon”. Ces constructions ont été placées sous controle des séquences UAS afin de pouvoir
controler leur expression spatiale. Les embryons exprimant ge” a Iaide d’une lignée pilote
précoce dans les cellules tendon (patched-Gald) présentent des phénotypes similaires aux embryons
gom-gem2 mais avec une expressivité plus grande, ce qui valide la spécificité de g™, Quelques
animaux se développent jusqu’en L2 et présentent des problemes de locomotion tels que des
défauts de coordination et des contractions musculaires anormales. Quant a eux, les animaux
exprimant g PN dans les mémes conditions que g™ ne présentent aucun phénotype et sont

viables jusqu’a ’'adulte, validant ainsi cette approche.

v’ La différenciation des cellules tendon est anormale

Afin de vérifier 'attachement des muscles avec les cellules tendon chez les embryons ge-
gem2, les sites d’attachement entre les muscles et les cellules tendon ont été analysés en
microscopie électronique. De facon intéressante, alors que les embryons sauvages présentent au
niveau de ces jonctions un matériel dense aux électrons, caractéristique de la différenciation

terminale des cellules tendon, celui-ci est absent chez les embryons gz-gem2. De plus, les
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interdigitations normalement observées entre les muscles et les cellules tendon sont absentes en
perte de fonction gew-gem2. Ces résultats montrent donc que ge et gez2 sont nécessaires pour que

la différenciation terminale des cellules tendon s’effectue correctement.

v Epistasie entre gcm-gcm?2 et la voie de signalisation induite par stripe

stripe b a été mis en évidence jusqu’a présent comme étant capable d’induire 'expression
des genes spécifiques des cellules tendon (Becker et al., 1997 ; Vorbruggen et Jackle, 1997 ;
Nabel-Rosen et al., 1999). Dans le but de vérifier si stripe b est également capable d’induire go et
gem2, des expériences d’expression ectopique de stzpe b dans I'épiderme ont été réalisées. De
fagon surprenante, Pexpression ectopique de s#pe b n’induit pas 'expression ectopique de go.
gem est donc le premier gene exprimé dans les cellules tendon qui n’est pas induit par s#ipe b. De
méme, chez les embryons s#ipe, ou les deux transcrits s#ipe a et stripe b sont absents, g est
toujours exprimé. Afin de clarifier le réle de go et de ge2 dans les cellules tendon, I'expression
de stripe a été analysée chez des embryons gem-gem2. De cette fagon il a été mis en évidence que la
perte de fonction de gez-gem2 n’a aucun effet sur Pexpression de s#77pe a ni de stripe b. Au contraire,
I'expression ectopique de gz dans I'épiderme induit Pexpression ectopique de s#7ipe b, mais pas de
stripe a. Quant a lui Pexpression ectopique de gmz2 dans I'épiderme n’a aucune incidence sur
Pexpression de st#ripe a ni de stripe b.

De fagon intéressante, alors que I'expression ectopique de s#zpe b induit 'expression des
genes marqueurs des cellules tendon, lexpression ectopique de gz n’induit que Iexpression
ectopique de stipe b et de alien mais pas les autres genes spécifiques aux cellules tendon, ce qui
peut étre du a un délai de 'expression de stripe b. De fagon intéressante, expression ectopique de
gem2 dans I'épiderme induit uniquement a/en mais pas stripe b, ce qui signifie que le complexe gez-
gem?2 est capable d’induire Pexpression de genes des cellules tendon de maniere indépendante a

stripe.
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Les génes dépendants de stripe (shortstop, delilah, [B1 tnubulin et how) sont toujours exprimés
chez les embryons gom-gem2 suggérant que le complexe go induit 'expression de geénes non
connus dans les cellules tendon. Dans le but d’identifier de nouveaux genes dépendants de gemz-
gem2 dans les cellules tendon, des genes cibles putatifs de gz dans la glie, identifiés au cours des
cribles puce a ADN (Egger et al., 2002 ; Freeman et al., 2003) et présentant une expression
segmentée dans épiderme ont été analysés. Ceci a permis d’identifier une nouvelle cible de Gem-
Gcem?2 dans les cellules tendon : Equilibrative nucleoside transporter 2 (Ent2). En effet, expression
ectopique de ge ou de g2 dans I'épiderme induit 'expression ectopique de Enz2 alors que les
embryons gez-gem2 n’expriment pas Ent2. Le complexe ge est donc nécessaire et suffisant pour
induire Pexpression de Enf2. Au contraire, stripe b n’entraine pas I'expression ectopique de Enz2,
contrairement aux genes connus jusqu’a lors dans les cellules tendon. Le complexe go induit

donc une voie de signalisation dans les cellules tendon, indépendante de s#zpe.

v’ L’expression de gcm dans les cellules tendon est dépendante des informations de

position dans le segment

Afin de déterminer la régulation de expression des genes goz-genz2 dans 'épiderme, leur
expression a été analysée chez des embryons dépourvus de mésoderme. go-gez2 sont toujours
exprimés dans ces embryons ce qui signifie que leur expression est indépendante des muscles. Par
ailleurs, I'analyse de mutants de genes de polarité segmentaire, comme patched, wingless, naked et
lines, a permis de mettre en évidence que lexpression de gom-gem2 est dépendante des
informations de position qui donnent l'identité « cellule tendon » a I'intérieur du segment ; de la

méme fagon que strzpe (Volk et VijayRaghavan, 1994).

- 66 -



RESULTATS

v Mode d’action de gcm dans Pépiderme

gem est le déterminant glial chez 'embryon et peut induire de la glie ectopique a extérieur
du territoire neural (Hosoya et al., 1995 ; Jones et al., 1995 ; Vincent et al., 1996 ; Akiyama-Oda et
al., 1998 ; Bernardoni et al.,, 1998 ; Kammerer et Giangrande, 2001 ; Alfonso et Jones, 2002).
L’analyse de Pexpression ectopique de goz dans I’épiderme a permis de mettre en évidence que
dans la partie antérieure de chaque segment, gez est capable d’induire le marqueur pan glial Repo
(Xiong et al., 1994 ; Halter et al., 1995) mais pas Stripe, alors que I'expression ectopique de gz
dans la partie postérieure de chaque segment induit 'expression ectopique de Repo ou de Stripe.
De facon intéressante, Repo est exprimé préférentiellement dans la région médio/ventrale alors
que Stripe est exprimé préférentiellement dorsalement. Tout ceci suggere la présence
d’informations de position le long des axes antéropostérieur et dorsoventral dictant la
reconnaissance de Gecm pour des cibles spécifiques (cellule tendon versus glie). De facon
intéressante, alors que g2 n’induit pas I'expression de s#ipe, son expression ectopique induit
Repo, quelque soit la position dans le segment. Les geénes sélecteurs qui informent sur les
informations de position n’agissent donc pas directement sur gezz. De plus, ces résultats suggerent
la présence de cofacteurs de Gem cellules spécifiques, et il peut étre supposé que Gem et ces

cofacteurs spécifiques se fixent a des genes cibles spécifiques.
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Film disponible sur le CD joint au manuscrit.

Movie 1. Tendon cell-specific inhibition of glide complex activity induces locomotion
defects. Note that the pfeglidePN larva (right movie) is sluggish, tends to make turns, shows
abnormal muscle contractions and displays uncoordinated movements compared with the

control animal (pte:;glidePN" larva, left movie).
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» Résultats complémentaires

Lors de I'identification du gene cible Enz2 du complexe gon-gen2 dans les cellules tendon,
plusieurs autres genes ont été testés. Ces geénes ont été identifiés au cours des cribles puce a ADN
(Egger et al,, 2002 ; Freeman et al., 2003) et présentent une expression segmentée dans
I'épiderme. 1l s’agit de ogre, dnt, ara, Lac, akap200, DI, Sap-r, BBDNA:GHO03502, Cp1, CGE054,
CG32423, Ent2, drpr et CG4576. Lexpression de ces geénes a été comparée en conditions
sauvages, gain de fonction pour gz dans Iépiderme et en perte de fonction pour gem-gem2.
Uniquement Ent2 a été identifié parmi ces genes analysés comme cible de Gem dans I’épiderme.
Les autres genes sont donc des cibles spécifiques a la glie, suggérant 'absence, dans les cellules
tendon, de cofacteurs spécifiques qui sont nécessaires a leur expression. Depuis ces travaux, un
autre crible a été réalisé dans le but d’identifier les genes cibles de Gem dans le systeme nerveux
(Altenhein et al.,, 20006). Parmi les genes identifiés, certains sont également exprimés dans les
cellules tendon (Aasts-phe, CG10591, CG1153, CG15015, CG7966, CG8066 et Cys), il serait
intéressant de vérifier si ces cibles de Gem dans la glie sont également des cibles dans les cellules
tendon, et dans ce cas, déterminer leur fonction dans la mise en place dun attachement

muscle/cellule tendon fonctionnel.

Chez les vertébrés, les muscles sont attachés aux os via les tendons. Comme chez la
drosophile, la matrice extracellulaire (MEC) a un role trés important dans I'attachement des
muscles aux tendons et comprend les mémes types de composants (Benjamin et Ralphs, 1997 ;
Brown, 2000). Les intégrines constituent les composants essentiels des complexes d’adhésion a la
surface cellulaire liant la MEC au cytosquelette (Burridge et Chrzanowska-Wodnicka, 1996 ;
Chiquet et al., 1996). Au niveau de la jonction myotendineuse, la perte de fonction des intégrines
conduit 2 des dommages structuraux durant la contraction musculaire (Mayer et al., 1997). En

plus des intégrines, le complexe Dystrophin joue un réle important dans la mécanotransduction
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ARNm dystrophin

Sauvage

en-Gal4,UAS-gcm

Figure 30. gcm est suffisant pour induire le géne dystrophin dans les cellules tendon de
Pembryon. Hybridation 7# sitn pour TARNm de dystrophin sur des embryons sauvage (A-A’) et exprimant
ectopiquement gz dans Pépiderme (en-GaM,UAS-gem, B-B’). Les embryons, au stade 15, sont en vue
dorsale, le coté antérieur a gauche. Les encarts en A,B sont agrandis en A’,B’. L’expression ectopique de

gem dans Pépiderme induit Pexpression ectopique de dystrophin (accolades). Barres d’échelle 50 pm.
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entre le muscle et le tendon (Burkin et al., 2001 ; Ilsley et al., 2001 ; Chockalingam et al., 2002).
Chez les souris sauvages, les jonctions myotendineuses sont caractérisées par des interdigitations
qui servent a augmenter la superficie de l'attachement entre la fibre musculaire et le tissu
connectif du tendon et qui jouent un réle important dans la transmission de la force entre le
muscle et le tendon. Par contre, chez les souris doublement déficientes pour la dystrophin et
utrophin, les jonctions myotendineuses présentent une réduction des ces interdigitations
(Deconinck et al., 1997). Ce phénotype observé au niveau jonctions myotendineuses des souris
doublement déficientes pour la dystrophin et wutrophin est similaire a celui présent au niveau
jonctions hémiadhérentes entre les cellules tendon et les muscles des embryons gemz-gem2. 1a
présence d’un orthologue au gene dystrophin chez la drosophile, nommé également dystrophin, et
qui code pour plusieurs isoformes dont une exprimée au niveau des sites d’attachement
musculaire (Neuman et al., 2001 ; Dekkers et al., 2004) souleve ’hypothese de son implication
dans la différenciation terminale des cellules tendon et suggere une implication de ge-gem2 dans
la régulation de son expression. Afin de vérifier cette hypothese, des expériences d’hybridation 7
sitn pour TARNm de dystrophin sur des embryons sauvages et exprimant ectopiquement gez dans
I'épiderme ont été réalisées (Figure 30). Ces expériences montrent que le gene dystrophin est
exprimé faiblement au niveau des sites d’attachement musculaire et que I'expression ectopique de
gem dans Iépiderme est suffisante pour induire son expression. L.a méme expérience a été réalisée
sur des embryons gem-gem2, cependant étant donné la faiblesse du signal obtenu chez les
embryons sauvages, I’'absence de signal chez les embryons ge-gen2 ne permet pas de conclure sur
la nécessité de gem-gen2 pour induire Pexpression de dystrophin dans les cellules tendon. Un
anticorps anti-Dystrophin, permettant de reconnaitre la plupart des isoformes (dont celle
exprimée dans les cellules tendon) (van der Plas et al., 2000), est disponible dans le laboratoire du
Dr Noodermeer. Cet outil pourrait nous permettre de savoir si I'isoforme spécifique des cellules
tendon est toujours exprimée, ou non, chez les animaux gezz-gem2. 11 peut cependant étre supposé

que les phénotypes observés en perte de fonction goz-gem2 sont partiellement dus a une perte de
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dystrophin. Cette hypothése peut étre vérifiée en exprimant le gene de la dystrophin dans les cellules
tendon des embryons gon-gen2. Si le phénotype est sauvé, ou du moins partiellement, cela
indiquera que la dystrophin est en aval de gemr-gem2 et que le complexe gemr-gem?2 est nécessaire a son

expression et expliquera ainsi le phénotype observé au niveau des jonctions hémiadhérentes.

Durant cette étude, il a été mis en évidence que ge est capable d’induire des marqueurs
de glie et de cellules tendon dans différentes cellules, indiquant que la spécificité de Gem dépend
de la présence de cofacteurs spécifiques. La suite de mon projet de these consista, entre autres, a

identifier les cofacteurs de Gem a 'aide d’un crible double hybride.
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Le systeme nerveux de la drosophile est composé de différents types de neurones et de
cellules gliales. Les territoires neurogéniques sont définis par des genes sélecteurs qui ont pour
role d'informer les cellules de leur position au cours de l'embryogenése et de préciser leur
positionnement définitif dans I'embryon au cours de la formation des tissus par rapport aux axes
antéropostérieur et dorsoventral. Ensuite interviennent les mécanismes moléculaires
fondamentaux de la spécification au niveau cellulaire, mais ceux-ci sont mal compris. Au niveau
neuronal, ce sont les genes proneuraux qui sont responsables a la fois de la différenciation et de la
spécification des sous types de neurones. Leur absence entraine la disparition des sous
populations neuronales (Skeath, 1999). Au niveau de la glie, la différenciation des cellules gliales
est initiée par gow, cependant est-ce que les mécanismes de spécification font également intervenir
g ? Siooul, comment un seul géne peut contribuer a la spécification de plusieurs types
cellulaires ?

Une premiere évidence pour Pexistence de facteurs cellules spécifiques impliqués dans la
différenciation de sous populations gliales est venue de I'observation du lignage NGB1-1A qui
exprime spécifiquement le facteur Huckebein (Hkb). En effet, dans un embryon sauvage, le
NGBI1-1A produit trois cellules gliales de type subpérineuriale (SPG) ainsi que six a huit
neurones. Or, dans un mutant &b, les cellules gliales issues du NGB1-1A sont absentes au profit
de neurones surnuméraires (Bossing et al., 1996a), phénotype identique a celui observé en perte
de fonction pour gez. Ceci suggere que Hkb et Gem sont impliqués dans la méme voie dans le
NGBI1-1A, conduisant a l'utilisation de ce lighage comme mode¢le afin de comprendre les bases
de la spécification gliale et le réle du déterminant dans la spécification gliale.

Les travaux d’une étudiante en thése dans notre laboratoire, Rossana De Iaco, mettent en
évidence que la spécification du lignage NGB1-1A est déclenchée par 'autorégulation positive de
gem dirigée par Pinteraction Gem/Hkb. Ces travaux, auxquels jai participé, ont fait 'objet d’une

publication présentée ici.
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Résumé de la publication :

v Hkb est nécessaire pour Pexpression de gcm dans le lignage NGB1-1A

L’analyse du profil d’expression de h&b a mis en évidence que TARNm de /&b colocalise
avec TARNm de goz dans le NGB1-1A quand la gliogenése débute dans ce lignage (stade 11),
donc avant la spécification de la glie en glie de type SPG. Chez les embryons h&b, le niveau
d’expression de goz dans le NGB1-1A est considérablement réduit alors que son expression n’est
pas affectée dans le reste de 'embryon. Au contraire, 'expression de b&b n’est pas affectée en
I'absence de go. 11 a également été montré que 'expression de go dirigée par les 2 kilobases (kb)
en amont de gz (promoteur 2 kb-gez) (Ragone et al., 2003) est suffisante pour sauver la
différenciation de la glie issue du lignage NGB1-1A. Cependant, chez les embryons perte de
fonction pour hkb et gem, le promoteur 2kb-gez ne parvient pas a sauver I'expression de gez dans

le NGB1-1A. L’expression de gez dans le NGB1-1A nécessite donc Hkb.

v Hkb n’active pas directement la transcription de gcm

Bien que Hkb ait été décrit comme un facteur de transcription putatif, aucune
transcription n'est induite quand Hkb se fixe au niveau de ses sites spécifiques, les HBS
(Huckebein Binding Sites), présents dans le promoteur 2 kb-gez. En effet, nous avons montré
que Hkb ne contient finalement pas de domaine activateur de la transcription contrairement aux
descriptions précédentes. Il a été mis en évidence que le promoteur 2 kb-gez possede quatre HBS
ou Hkb est capable de se fixer sans induire I'expression d’un gene rapporteur situé en aval. Chez
I'embryon, 'expression de gez dirigée par une construction contenant le promoteur 2 kb-gez avec
les sites HBS mutés, permet de sauver le lignage du NGB1-1A en contexte g, indiquant que

Hkb n’agit pas comme un facteur de transcription pour activer la transcription de ge.
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v L’interaction Hkb-Gcm contrdle une autorégulation positive de gem

Il a tout d’abord été montré que les protéines Hkb et Gem interagissent iz vitro, par GST
pull-down. Ayant introduit la technique du double hybride dans le laboratoire, j’ai confirmé cette
interaction zz vivo chez la levure. De fagon intéressante, I'interaction Hkb-Gem augment affinité
de Gem sur son site de fixation a PADN (GBS) présent dans le promoteur 2 kb-gez, augmentant
ainsi la transcription d’un gene rapporteur situé en aval. Chez 'embryon, lexpression de goz
dirigée par une construction contenant le promoteur 2 kb-gmz avec le site GBS muté, ne permet
pas de sauver le lignage du NGB1-1A en contexte ge, indiquant 'importance de 'autorégulation

de gem, dirigée par Hkb, dans la spécification du NGB1-1A.

v Hkb amplifie expression de gcm in vivo

L’expression ectopique de hkb dans le systeme nerveux induit des cellules gliales
ectopiques, principalement de type SPG (comme celles produites par le NGB1-1A), ainsi qu'une
expression ectopique de gezz. La double expression ectopique de ge et de bkb dans le systeme
nerveux induit une quantité supérieure de cellules gliales, dont du type SPG, que la simple
expression ectopique de hkb. Cependant, 'expression ectopique de ge induit également des
cellules gliales de type SPG, mais en quantité moindre que combinée avec Akb.

hkb est donc nécessaire pour soutenir 'expression de gz dans le lignage NGB1-1A et

induire la spécification des cellules gliales en type SPG.
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Figure 31. gcm et la spécification du NGB1-1A. (A,C,E) Schémas représentant ’action de
Hkb sur lautorégulation de Gem. (B,D,F) Cellules gliales présentes dans un neuromere
abdominal, la glie subpérineuriale (SPG) est en rouge, les autres cellules gliales sont en gris. (A,B)
Chez un embryon sauvage, l'interaction entre Hkb et Gem augmente laffinité de Gem pour son
site de fixation a PADN (A), entralnant la formation de six cellules SPG par neuromere (B).
(C,D) En absence de Hkb, I'expression de Gem diminue (C) ce qui entraine I’absence de SPG
(D). (E,F) La surexpression de Hkb est suffisante pour induire le destin SPG (F) a cause d’une

augmentation d’une autorégulation de Gem dépendante de Hkb (fléche, E).
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Durant cette étude, il a été mis en évidence que linteraction Hkb-Gem permet la
maintenance de l'expression de Gem a des niveaux élevés, ce qui conduit au destin « SPG »
(Figure 31). Hkb fournit un lien moléculaire entre le role général de gow qui induit la
différenciation de la glie latérale de 'embryon et son réle dans la spécification de différentes
populations gliales. Cette étude est le premier exemple dans le systéme nerveux de spécification
cellulaire dirigée par un déterminant via sa régulation quantitative. De plus, cette étude est en
conformité avec les observations précédentes qui prouvaient que I'autorégulation de goz nécessite
des cofacteurs cellules spécifiques (Miller et al., 1998 ; Ragone et al., 2003). 1l serait intéressant a
présent de déterminer si le couple Hkb-Gem agit également sur des genes cibles spécifiques

impliquées dans la différenciation des SPGs.
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Sup. 1: Gem-Hkb interaction by yeast two-hybrid system.

(A-I) Test of Gem-Huckebein protein interaction using the yeast two-hybrid system based on
LexA system. Yeast cells (L40) were co-transfected with pBTM116 plasmid containing the
N-terminal part of Gecm (aminoacids 1-263) (pBTM116-Gem) and pASV4  plasmid
containing full length Hkb (pASV4-Hkb). (A-C) Positive controls show yeast growth on
plates lacking leucine and tryptophan (SD-trp-Leu): (A) pBTM116-Gem + pASV4-Hkb, (B)
pASV4-Hkb + pBTM116 (empty plasmid carrying Tryptophan encoding gene), (C)
pBTM116-Gem + pASV4 (empty plasmid carrying Leucine encoding gene). (D-F) X-gal
assay. Only yeast cotransfected with pBTM116-Gem and pASV4-Hkb give rise to a blue
coloration (D) indicating of Gem-Hkb interaction. (G-1) Auxotrophy assay on medium
lacking Histidine. Only yeast cotransfected with pPBTM116-Gem and pASV4-Hkb grow on

selective medium, confirming Gem-Hkb interaction.
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Sup. 2: hkb?is a null allele.

Quantitative analysis of Hkb protein levels by Western Blot. Extracts are from b&b
(hkb?), wild-type (Sevelen) or Sca-GALA,UAS-hkb (UAS-hkb) embryos. Note that
Hkb-specific signal is not detected in hkb embryos. Anti-Btubulin was used to

normalized loading.

Sup. 3: hkb overexpression does not affect the first NGB1-1A division.

Ventral views of WT (A) or hkb overexpressing embryos (UAS-hkb in B) at stage
16. Anti-Even skipped (eve) labeling to reveal aCC/pCC neurons (Broadus et al.,
1995). A single abdominal segment is shown. Square brackets indicate aCC and pCC

neurons. Scale bar: 10 um.
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11 existe des similitudes entre les cellules gliales des invertébrés et des vertébrés, d’un point
de vue morphologique et fonctionnel. Leur mode de différenciation présente également des
analogies, cependant aucun déterminant glial, comme goz, n’a été mis en évidence chez les
vertébrés. Dans le but de déterminer si les orthologues de go-gem2 sont impliqués dans la
différenciation gliale chez les vertébrés, nous avons réalisé une collaboration avec le groupe du
Professeur Soula (Toulouse), et plus particuliecrement le Dr Trousse, qui s'intéresse
principalement aux aspects cellulaires et moléculaires de la spécification cellulaire dans le systeme

nerveux central, avec pour principal modéle d'étude I'embryon de poulet.

Résumé de la publication :

v’ c-Gcml est exprimé au cours du développement dans le SNC de poulet

Dans un premier temps, les profils d’expression de ~GCMT et +~GCMZ2 ont été
déterminés au cours du développement par hybridation 7z sitn. De facon intéressante, --GCMT est
exprimé des le stade ou la lighe primitive est formée (stade 4, E0.8) dans le domaine exprimant
Sox2, le marqueur précoce des précurseurs neuraux. Dans la suite du développement, le transcrit
de -GCMT est détecté a un fort niveau dans la moelle épinicre, le long de I’axe rostrocaudal,
excepté dans la partie la plus dorsale. Au stade 14 (E2.5), alors que la différenciation neuronale
commence, 'expression de -GCM7 augmente considérablement dans les cellules correspondant
aux neurones nouvellement formés. Finalement, avant Papparition des précurseurs gliaux (stade
17, E3), PARN de ~-GCMT n’est plus détecté, ce qui sous-entend I'absence d’un role gliogénique
de ~GCMT dans la moelle épini¢re de 'embryon.

Au contraire de -GCMT7, TARN de «~GCM?2 n’est jamais détecté dans la moelle épinicre

en développement, quelques soient les stades de développement analysés (stade 9-34, E1-ES).
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Cependant, au stade 11 (E1.5), ~GCM?2 est exprimé dans un domaine rostrocaudal restreint du

rhombencéphale. Son réle reste a déterminer.

v’ ¢c-Geml induit la différenciation neuronale de ’embryon

Afin de déterminer la fonction de --GCMT, un vecteur d’expression contenant ce gene a
été électroporé 7n ovo au stade 11 (E1.5) au niveau de la moelle épini¢re. De facon intéressante,
Pexpression ectopique de ~-GCMT réprime, de facon autonome cellulaire, 'expression de Sox1-3,
marqueurs spécifiques des précurseurs du SNC en prolifération. La suppression de I'expression
de Sox7-3 est concomitante avec 'augmentation de I'expression de NexroM, marqueur précoce
des neurones post-mitotiques. Afin de confirmer que ~GCMT dirige les précurseurs neuraux vers
un destin neuronal, la prolifération des précurseurs a été analysée par incorporation au BrdU
(BromodéoxyUridine). De cette fagon, il a été mis en évidence que le gain de fonction de +-GCM7
induit une sortie des précurseurs du cycle cellulaire. L’analyse de I'expression de Pax6-7, genes
exprimés dans les précurseurs dorsaux et intermédiaires de la zone ventriculaire, montre que
I'expression ectopique de --GCMT supprime Iexpression de Pax6-7. I’induction de NeuroM par ¢-
GCMT est donc liée a une réduction de la prolifération dans la moelle épinicre ainsi qua une
perte de I’état précurseur.

Chez les vertébrés, la neurogenese est dirigée par des facteurs de transcription de type
bHLH, comme la Neurogenin2 (Ngn2), qui dirigent les précurseurs neuraux hors du cycle
cellulaire en réprimant Pexpression de Sox7-3 et entrainent la différenciation neuronale en
induisant Pexpression de NeuroM et de NeuroD, pour revue voir Bertrand et al, 2002.
L’expression ectopique de NgzZ induit 'expression ectopique de --GCMT, alors que I'expression
ectopique de -GCMT n’induit pas celle de Ngr2, indiquant que +GCMT est placé en aval des

genes proneuraux et en amont des genes de différenciation neuronale.
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De facon intéressante, 'analyse de marqueurs pan-neuronaux, comme Tujl et HuC/D, et
du marqueur d’interneurones Lim1/2, montre que Pexpression ectopique de ~GCMT induit
Iexpression de ces marqueurs et donc de surcroit le programme de différenciation neuronale
jusqu’a des stades tardifs.

En conditions sauvages, les précurseurs neuronaux, nés dans la zone ventriculaire de la
moelle épinicre, arrétent de proliférer des leur sortie de cette zone et migrent sur des longues
distances pour atteindre leur cible finale ou ils achevent leur différenciation et expriment les
marqueurs de différenciation neuronale. L’expression ectopique de ¢GCMT7 entraine la
différenciation prématurée des précurseurs neuraux, car ceux-ci expriment les marqueurs de

différenciation avant d’avoir achevé leur migration.

v c-Geml n’induit pas de différenciation gliale chez Pembryon

Chez les vertébrés, le développement du systeme nerveux embryonnaire se déroule selon
deux phases : une premiere phase de neurogenese puis une phase de gliogenese, pour revue voir
Bertrand et al., 2002. Afin de déterminer si ~~GCM7 induit également de la glie dans la moelle
épinicre, 'expression du marqueur d’astrocytes, Glast, et du marqueur d’oligodendrocytes, O4, a
¢été analysée en gain de fonction pour ~GCMT. En condition sauvage, expression de ces
marqueurs débute a partir du stade 26-29 (E5-E0), stades correspondant a I'initiation de la
gliogenese chez le poulet. Lorsque ~-GCMT est exprimé ectopiquement lors de la phase de
neurogenese, aucune expression ectopique des marqueurs gliaux n’est observée. De méme,
orsque ¢-GCMT est exprimé ectopiquement plus tardivement au cours du développement, c'est-a-
dire durant la phase de gliogenése, aucune gliogenése prématurée ni d’expression ectopique des
marqueurs gliaux n’ont pu étre mises en évidence. Par contre, a ce stade du développement,

Pexpression ectopique de «~GCMT induit une réduction de 'expression des marqueurs gliaux et
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une expression ectopique des marqueurs neuronaux. L’expression ectopique de ~GCMT induit

donc de la neurogenese a tous les stades du développement de la moelle épinicre.

v La perte de fonction de c-Gecml empéche la différenciation neuronale

Afin de réaliser des expériences de perte de fonction pour ~GCMT, une construction
dominant négatif pour c-GCM1, c-GCMIDB-ER, a été réalisée de la méme facon que le
dominant négatif Gem de drosophile. Elle consiste en une fusion du domaine de liaison a PADN
de c-GCMI1 avec le domaine répresseur du facteur de transcription Engrailed (ER, pour
Engrailed Repressor) de drosophile. Cette technique, avec lutilisation du domaine ER, est
couramment utilisée chez tous les modeles d’études animaux (xénope, drosophile et vertébrés)
ainsi que chez les plantes (Markel et al., 2002). L’électroporation de cette construction induit une
diminution du nombre de cellules exprimant Tw7, Lim1/2, Mnr2, un marqueur des
motoneurones, et NewroM. -GCMT est donc requis pour induire 'expression des genes de
différenciation neuronale.

Des expériences d’incorporation au BrdU en contexte perte de fonction pour +GCMT,
montrent que la prolifération des précurseurs reste inchangée, indiquant que -GCM7 n’affecte
pas la proportion de cellules en phase S. De méme, 'expression de Sox7-3 et de Pax6-7 n’est pas
modifiée en perte de fonction pour «-GCMT. Ces résultats montrent que la perte de fonction de ¢
GCMT prévient 'expression des genes de différenciation neuronale mais n’empéche pas la sortie
du cycle cellulaire et n’affecte pas non plus 'identité des précurseurs.

La coexpression de «-GCMT avec --GCM1DB-ER sauve la perte des neurones induite par
-GCMT1DB-ER seul, confirmant ainsi la spécificité du phénotype et validant 'approche dominant

négatif.
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Figure 32. Systtme TARGET couplé au systéme UAS-Gal4. Dans ce systéme, une protéine Gal80
thermosensible (Gal80%) est exprimée ubiquitairement. GaM est exprimé selon le profil d’expression
d’un gene « x» choisi et se fixe a ses séquences cibles UAS. La protéine Gal80® est active a 19°C ou elle
réprime l'activité transcriptionnelle de Gal4 et empéche donc P'expression du dominant négatif (gzPN).

Par contre, a 30°C, la protéine Gal80® devient inactive permettant a Gal4 d’activer 'expression de genN.
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v’ Chez la drosophile, gcm et gecm2 ont également un potentiel neurogénique aux stades

post-embryonnaires.

Le développement du systeme nerveux post-embryonnaire de la drosophile et
embryonnaire des vertébrés présentent des similitudes, telle I'absence de précurseurs mixtes
(neuronal-glial), contrairement a ce qui est observé chez la plupart des lignages embryonnaires de
la drosophile. Afin de déterminer leur potentiel gliogénique et/ou neurogénique aux stades post-
embryonnaires, des expériences de gain de fonction pour gz ou ge2, a 'aide du systeme UAS-
Gal4 couplé au systeme TARGET (Figure 32) ont été réalisées. De cette fagon, il a été mis en
¢évidence que l'expression ectopique de gez ou de gez2 induit de la glie ectopique dans les régions
en prolifération du SNC. go et gom2 sont également capables d’induire 'expression du marqueur
glial Repo dans les disques imaginaux. De facon intéressante, de nombreuses cellules, exprimant
le marquant neuronal Elav et le marqueur d’interneurones Acj6, sont induites dans les disques
imaginaux, mais pas dans le SNC, indiquant que gez et g2 sont également capables d’induire le
destin neuronal a un stade post-embryonnaire. Dans les disques imaginaux, les cellules qui
expriment le marqueur glial Repo sont différentes de celles qui expriment le marqueur neuronal
Elav. gem et gem2 sont donc capables d’induire de la différenciation neuronale et aussi bien de la

différenciation gliale aux stades post-embryonnaires.

v’ gcm et gem?2 sont exprimés et requis dans des lignages neuronaux du cerveau de larve

L’analyse détaillée du profil d’expression de go et de gem2 dans le cerveau de larve a
permis de mettre en évidence que ces deux genes sont également coexprimés dans deux groupes
de cellules, un dorsal et un médian, dans chaque hémisphere cérébral : les cbes (pour central brain
clusters). Des expériences d’immunomarquage et d’hybridation 7z situ ont montré que ces groupes

de cellules contiennent une quarantaine de neurones qui persistent jusqu’a I'adulte. De facon

-79-



RESULTATS

intéressante, 'expression de gem-gem2 a été détectée dans une cellule mitotique mais également
dans les neurones post-mitotiques cbcs. Les neurones cbes ont donc pour origine des précurseurs
neuronaux purs, ce qui montre que le role neurogénique des genes gz n’est pas restreint au
poulet. La perte de fonction de gom-gem2 dans les neurones cbes induite par ge#” couplé au
systeme TARGET, induit la disparition des neurones cbcs. gez-gom2 sont donc nécessaires pour la
différenciation neuronale de cette population dans le cerveau de larve. De fagon intéressante, ce
phénotype est observé avec une seule dose de ge™, alors que deux doses de g™ sont

nécessaires pour obtenir des phénotypes perte de fonction dans les lobes optiques, suggérant

ainsi que la voie Gem n’agit pas dans les mémes conditions dans ces différentes populations.

Au cours cette étude, notre équipe en collaboration avec I’équipe du Dr Tabata (Tokyo)
ainsi que I’équipe du Dr Salecker, avons mis en évidence que les genes gom-gen2 sont requis dans
la glie mais aussi dans une population neuronale du systéeme visuel larvaire (Chotard et al., 2005 ;
Yoshida et al., 2005 ; Soustelle et al., 2007). En effet, g et gom2 sont coexprimés dans les GPCs
et les LPCs, cellules produisant respectivement la glie et les neurones de la lamina (Selleck et
Steller, 1991). En labsence des deux genes, la glie et les neurones de la lamina ne sont pas
produits indiquant que gz et g2 sont requis pour la différenciation gliale et neuronale dans le
systeme nerveux post-embryonnaire. Ces études récentes confirment donc la validité de nos

résultats.

v’ Les génes gem de drosophile, poulet et souris induisent des marqueurs neuronaux et

gliaux dans les cellules HeLa

Chez la souris, ni le réle ni Pexpression des genes GCM a été clairement établi dans le
systeme nerveux (voir INTRODUCTION p58-61). Cependant, 7-GCMT est capable de sauver le

phénotype chez des embryons de drosophile mutants pour goz (Kim et al., 1998). Le role
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gliogénique est donc conservé entre 7-GCMT et les genes gezz de drosophile. Afin de comparer le
potentiel neurogénique de ces génes dans un contexte cellulaire, j’ai transfecté des cellules Hel.a,
lignée cellulaire humaine d’origine épithéliale, avec gow, ~GCMT1 ou m-GCMI. De fagon
intéressante, ces trois genes goz sont capables d’induire le marqueur neuronal Tujl dans pres de la
moitié des cellules transfectées.

m-GCMT1 étant capable d’induire Pexpression de marqueurs astrocytaires dans des
fibroblastes en culture (Iwasaki et al., 2003), j’ai également testé si les genes ge induisent ce type
de marqueurs dans les cellules HelLa. De fagon intéressante, 'expression des différents genes gow
induit 'expression du marqueur astrocytaire GFAP dans deux tiers des cellules transfectées, mais
pas S100. A la vue de ces résultats, j’ai donc déterminé le pourcentage de cellules qui coexpriment
les deux marqueurs par un coimmunomarquage Tujl/GFAP. De facon surprenante, la majorité
des cellules coexpriment ces deux marqueurs. A 'opposé, les genes gz ne sont pas capables
d’induire I'expression du marqueur des précurseurs d’oligodendrocytes O4, ce qui signifie que
Pexpression de Tujl et de GFAP n’est pas du a une augmentation générale non spécifique de

Iexpression de genes.
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Fig. S1. Expression of c-GcmZ2 in developing chicken embryonic central nervous system.
¢-Gem2 in situ hybridization on whole chick embryos (A,B) and on transverse sections of
embryonic spinal cord (B'-D). Embryonic developmental stages are indicated in each panel. (A)
At stage 9 (E1), c-gem2 RNA is not detected in the neural tube. Signal observed in the anterior
brain is due to non-specific trapping in the ventricules. (B) From stage 10 (E1.5), c-gom2 is
expressed in a restricted rostrocaudal domain of the neural tube extending from postetior
rhombencephalon to somite 4 corresponding to the presumptive hindbrain area. (B') Transverse
section through embryo in B shows cgen2 expression in neural progenitors. (C,D) ¢-gem2 RNA
remains undetectable in the developing spinal cord at later stages (E2 in C, E8 in D). Scale bars:

30 pm in B"; 20 pm in C; 80 pm in D.
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Fig. S2. gcm is expressed in glial and neuronal lineages during fly post-embryonic brain
development. (A-D") Confocal images of triple labeling on gew-gaid, UAS-neGFP (gem>neGEFP) LIIT
CNS, four non-consecutive lateral to medial partial projections. Anterior is to the left. The dashed
line defines the border between outer proliferation center (OPC) and central brain (CB). (A-D)
Metge of Repo (red, A'B.,C.D", GFP (gteen, A"B"C"D") and Elav (blue, A"B",C" D"
immunolabeling. Green line in A" B",C" indicates dorsoventral midline. In the lamina, GFP labeling
is present in epithelial (eg) and marginal (mg) glia as well as in glial precursor cells (GPCs in B", C")
and lamina precursor cells (LPCs in A") areas. Note that medulla glia (meg) does not express GFP
(yellow arrow in C'). In the lamina, some GFP-positive cells coexpress Elav but not Repo (arrowhead
in A,A™). In addition, GFP is also expressed in two distinct cell clusters in CB (white and yellow
dotted areas in A,B,C,D). The medial cluster (mcbe in A"B",C") is shown by the white dotted area in
A,B,C (corresponding to cluster detected in Fig.7A-B); the dorsolateral cluster (dcbe in D") is shown
by the yellow dotted area in D. These cell clusters are Elav-positive but not Repo-positive. Yellow

rectangle in D shows glia at the interhemispheric junction. Scale bar: 20 pm.



Fig. S3. Axonal pattern of gcm-gcmZ-positive neurons in fly adult brain. (A-D) Highwire (red)
and GFP (green in B,D) coimmunolabeling on ge-gald, UAS-mCD8GFP adult brain. Right panels (B,D)
show merge of GIFP and Highwire immunolabeling. (A,B) Adult neurons of the dorsolateral clusters
(decbe in B) display a complex pattern of axonal projections. Ventral projections reach the
suboesophageal ganglia (SOG, dashed area in A), contralateral projections form several commissures
(white arrowheads in B) bridging the two brain hemispheres and extending around the ellipsoid body
region (eb in B), while dorsal projections reach the region of the mushroom calyces (Ca in B) and the
inner antennocerebral tract IACTin B). Note that one neuron of each dorsolateral cluster extends one
axonal projection within the lobula (lo in A) (indicated by yellow arrows in B). (C,D) Axonal projections
of neurons from the medial cluster (mcbc in D) extend only within the protocerebrum neuropile (pro,

dotted area in C). Scale bar: 200 pm.
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Fig. S4. gcm-gcmZ-positive adult neurons do not express the glial marker Repo. (A-B'""") GFP
(green), Elav (blue) and Repo (Red) coimmunolabeling on gew-gaid, UAS-mCDSGEFP adult brain. A-A"
and B-B" show high magnifications of dorsolateral (dcbc) and medial (mcbc) clusters shown in Fig.7C
and 7.C', respectively. A", B" show metrge of GFP (A,B), Elav (A'B") and Repo (A",B") immunolabeling,

respectively. Note that dcbe and mebe GEFP-positive cells express Elav but not Repo. Scale bar: 200 um.



Control gecm-gcm2 LOF

Fig. S5. Glial and neuronal differentiation requires Gecm pathway in the visual system. (A-D)
Immunolabeling on gew-gal,11b-gal80"UAS-genN"+PN, UAS-gen™N#PN (control in A,C) and gem-gald,tnb-
2al80°;UAS-genPN,UAS -gemPN - (gem-gem2 LOF in B,D) LIII CNS. AB and CD show Repo
(mediolateral view) and Dachshund (Dac) (lateral view) labeling, respectively. (A,B) The number of
lamina (including epithelial and marginal glia) and medulla neuropile glia (indicated by lg and mng in A,
respectively) is severely reduced in gom-gem2 LOF (B) compared to control (A) CNS. Yellow
arrowheads in A indicate migrating mng present in control CNS (note that they are absent in B). Due
to projection of several confocal optical sections, some superficial glial cells not belonging to optic
lobes are present in A,B (indicated by asterisks and white arrowheads). (C,D) Note that the number of
lamina neurons (LN in C) is also strongly affected in gew~gez2 LOF (D) compared to control (C) CNS.

Areas delimited by dashed lines in C,D show neurons that do not belong to lamina. Scale bar: 40 um.



Table S1. Rescue of c-Gem1BD-ER-induced neuronal loss by co-
electroporation with ¢c-Gecm1 wild-type-expressing vector

Electroporation Percentage of GFP* and Lim* cells
c-Gemi1wT 57.7
¢-Gecm1BD-ER + c-GemTWT (ratio 2:3) 53
¢-Gecm1BD-ER + c-GemTWT (ratio 3:2) 43
¢c-Gecm1BD-ER 7.3

Note that the degree of rescue is directly proportional to the amount of c-Gem1
wild-type-expressing vector used in the co-electroporation (comparing data obtained
from the 2:3 versus 3:2 ratios).




GFAP/Tujl/DAPI

Figure 33. m-GCM?2 induit les marqueurs neuronaux et gliaux dans les cellules HeLa. Immunomarquage GFAP (A,
rouge), Tujl (B, vert), GFP (C, rose) et DAPI (D, bleu) sur des cellules Hela transfectées avec le vecteur d’expression
contenant »-GCM2. (E) Montre simultanément les marquages GFAP, Tujl et DAPIL. »-GCM?2 induit simultanément le
marqueur neuronal Tujl et glial GFAP (fleche). Barre d’échelle 20 um.
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» Résultats complémentaires

Afin de déterminer le potentiel gliogénique et/ou neurogénique de 7-GCM?2 en contexte
cellulaire, j’ai réalisé des transfections de cellules Hel.a comme précédemment. #-GCM2 est
également capable d’induire les marqueurs astrocytaire GFAP et neuronal Tujl (Figure 33). De
méme que pour les autres genes gezz, Pexpression ectopique de 7-GCM2 dans ces cellules induit la
coexpression de ces marqueurs dans pres de deux tiers des cellules. Un réle neurogénique de ce

gene 7z vivo peut donc également étre envisageable.

Nous avons montré au cours de cette étude que les génes gz possédent un potentiel
neurogénique qui est conservé de la drosophile aux vertébrés. Sachant que leur role dans la
gliogenese des vertébrés est toujours discuté, ces nouvelles données appellent a reconsidérer leur

role potentiel chez les vertébrés.
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Figure 34. Principe du double hybride. (A) Dans la premiere étape d’'un crible double hybride,
PADNc codant pour la protéine d’'intérét X est cloné dans un vecteur contenant la séquence du
domaine de liaison a PADN (DBD) d’un facteur de transcription, créant ainsi une protéine chimere :
I'appat. Cet appat va aller dans le noyau de la levure et lier ses séquences promotrices spécifiques.
L’appat n’ayant pas de domaine d’activation (AD), la transcription du gene rapporteur en aval du
promoteur ne sera pas activée. (B) Un second ADNc codant pour une protéine Y est cloné dans un
vecteur contenant la séquence d'un AD, créant ainsi une seconde protéine chimeére : la proie. Cette
seconde protéine de fusion a la capacité d’activer la transcription mais ne peut cependant pas se lier a
PADN. (C) Si lappit et la proie interagissent il y a reconstitution d’un facteur de transcription

fonctionnel ce qui va entrainer 'expression du gene rapporteut.
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IV. IDENTIFICATION DES COFACTEURS POTENTIELS DE Gcm A L’AIDE

D’UN CRIBLE DOUBLE HYBRIDE

Nous avons vu précédemment que Gem a un role dans I'acquisition de destins cellulaires
(glie, neurones, plasmatocytes) mais aussi dans la spécification ainsi que dans la différenciation
terminale d’un type cellulaire (cellules tendon). Tout ceci amene a penser que la fonction de Gem
dépend de cofacteurs temporels et spatiaux spécifiques.

L’identification des cofacteurs de Gem a été entreprise par un crible double hybride chez
la levure. Ce type d’approche est particulicrement intéressante chez la drosophile car, son génome
¢tant totalement séquencé, I'identification des différents cofacteurs est relativement facilitée. De
plus, le profil d’expression d’un grand nombre de genes est connu et nous avons a notre
disposition une collection étendue de mutants ce qui permet de tester facilement 'implication des

candidats dans un processus donné.

A. Principe du systeme double hybride chez la levure

La technique du double hybride a été mise au point chez la levure afin de détecter des
interactions protéiques directes (Fields et Song, 1989). Cette technique est fondée sur deux
propriétés fondamentales des facteurs de transcription. En premier lieu, ces facteurs sont
modulaites, réunissant un domaine de liaison a 'ADN (DBD) et un domaine activateur (AD) ou
répresseur de la transcription (Latchman, 1990). Les DBD et les domaines transrégulateurs sont
interchangeables entre différents facteurs. En second lieu, la reconstitution d'un facteur de
transcription actif peut étre assurée par le rapprochement topographique entre ces deux
domaines.

Le systeme double hybride original ((Fields et Song, 1989) et Figure 34) utilise 'AD et le

DBD du facteur de transcription activateur Gal4 et met en ceuvre une protéine appat et des
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protéines proies. La protéine appat correspond a une chimere composée de la protéine d’intérét,
dont on veut identifier les cofacteurs, fusionnée au DBD de Gal4. Les protéines proies, quant a
elles, sont un ensemble de protéines chimeres composées d’une protéine X,Y,Z... fusionnée a
’AD de Gal4. Le DBD de Gal4 reconnait une séquence spécifique de I'ADN, la séquence UAS
(Upstream Activator Sequence), insérée en amont du gene /acZ. L'expression de /acZ est ainsi sous
le controle de l'interaction entre l'appat et la proie qui permet de « reconstruire » un facteur de
transcription Gal4 fonctionnel. ’expression de la 3-Galactosidase sert de marqueur de sélection.
En effet, cette enzyme dégrade le chromogeéne 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-
galactopyranoside (X-Gal) en une substance bleue visible dans les colonies de levures.

Théoriquement, n'importe quelle combinaison DBD/AD de facteurs de transcription
bipartites (Gal4, LexA, ...) et n'importe quel systeme rapporteur (avec un ou plusieurs genes
rapporteurs) peut étre utilisée. Parmi les plus utilisés en plus du rapporteur colorimétrique /acZ,
citons les genes rapporteurs prototrophiques HIS3 et LEUZ. HIS3 encode pour l'enzyme
IGPDH (Imidazole Glycerol Phosphate DeHydratase) nécessaire dans la voie biosynthétique
d'histidine et LEUZ encode pour l'enzyme IPMDH (IsoPropylMalate DeHydrogenase)
nécessaire dans la voie biosynthétique de la leucine.

Dans le cadre de ce travail, le systeme décrit par le Dr Losson a PIGBMC (Le Douarin et
al.,, 2001) a été utilisé car il utilise le facteur de transcription LexA qui a pour avantage de
permettre la détection d’interactions plus faibles qu’avec l'utilisation de Gal4. La protéine appat,
protéine d’intérét dont on veut identifier les cofacteurs, est fusionnée au DBD de LexA (LexA
DBD — X), un facteur de transcription bactérien répresseur absent chez la levure et la drosophile.
Les protéines proies, quant a elles, sont des protéines chimeres composées dune protéine
X,Y,Z... fusionnée a ’AD de la protéine 16 du virus de herpes (VP16 AD —Y). L'interaction
est testée dans la souche de levure Saccharomyces cerevisiae 1.40 qui contient deux genes rapporteurs
insérés de facon stable dans son génome : HIS3 et /acZ. Ces deux genes rapporteurs sont placés

sous le controle d'éléments promoteurs distincts et contenant chacun plusieurs opérateurs de
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Figure 35. Vecteurs utilisés au cours du crible double hybride. (A) Vecteur permettant
Pexpression de la protéine appat (pBTM116). La séquence codante de 'appat est insérée dans le site
multiple de clonage situé en 3’ de celle du domaine de liaison 2 PADN de LexA (bleu clair).
L’expression de l'appat est dirigée par le promoteur constitutivement actif du gene de Ialcool
déshydrogénase (ADH, violet). (B) Vecteur permettant 'expression des différentes proies de la
banque I’ADNc (pASV4). Les ARN messagers des génes exprimés au cours de 'embryogenése ont
été convertis en ADN complémentaire puis insérés dans le site unique EcoRI permettant ainsi la
production de protéines de fusion comportant le domaine d’activation de la transcription de la
protéine 16 du virus de 'herpes (VP16). L’expression de la protéine de fusion est dirigée par le

promoteur constitutivement actif du géne de la phosphoglycérate kinase (PGK, violet).
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LexA (séquences reconnues par LexA). La transcription des geénes rapporteurs est activée
seulement s'il y a interaction entre I'appat (LexA DBD — X)) et la proie (VP16 AD —Y). De plus,
pour que linteraction soit considérée positive, les clones sélectionnés devront étre capables
d’activer simultanément les deux genes rapporteurs bien qu’ils soient munis de promoteurs
différents, ceci contribue a une réduction du nombre de faux positifs.

Expérimentalement, les levures 140 (génotype : MATQ his3A200 trp1-901 len2—3112 ade2
LYS§2::(4lexAop-HIS3) URA3::(8lexcAop-lacZ)), mutantes auxotrophes pour les genes bis3 trpl leu2,
donc incapables de pousser sur un milieu dépourvu d’histidine (His), de tryptophane (Ttp) et de
leucine (Leu) car incapables de synthétiser ces acides aminés, sont transformées simultanément
par deux plasmides : le premier (pBTM116 ; Figure 35A) code pour LexA DBD — X et porte le
gene codant pour le tryptophane #p7, tandis que le deuxiéme (pASV4 ; Figure 35B) code VP16
AD —Y et porte le gene codant pour la leucine /x2. Les protéines de fusion exprimées possedent
un signal de localisation nucléaire permettant leur translocation au noyau, ce qui est nécessaire
pour tester l'interaction.

La premicre étape consiste a sélectionner les levures transformées simultanément par les
deux plasmides en les étalant sur un milieu sélectif dépourvu de Trp et de Leu (TL-) car seules les
levures ayant intégré les deux plasmides auront leur auxotrophie compensée. La deuxi¢me étape
consiste a déceler une éventuelle interaction entre les deux protéines d’intérét. Linteraction des
protéines X et Y permettra la reconstitution d’un transactivateur fonctionnel et la transcription
subséquente des genes rapporteurs HIS3 et /JacZ, permettant respectivement la synthese
d’histidine et de la 3-Galactosidase.

La force de linteraction entre les deux protéines peut étre estimée par le calcul de
Pactivité spécifique de la 3-Galactosidase. En effet, en double hybride, le taux d’expression des
genes rapporteurs est corrélé avec la force d’interaction entre 'appat et la proie permettant ainsi

de classer les interactions faible, intermédiaire ou forte.
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Figure 36. Représentation schématique des différents appats Gem testés pour le crible
double hybride chez la levure. (A) Gem (B) Appats. AD, domaine d’activation ; DBD, domaine
de liaison a PADN ; NLS, signal de localisation nucléaire ; PEST, séquence d’instabilité protéique.

Gem!2! correspond a I'appat utilisé pour le crible double hybride.
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B. L’appat

Comme nous l'avons vu précédemment, la protéine Gem est un facteur de transcription
constitué¢ de différents domaines: un domaine de liaison a PADN (DBD), un signal de
localisation nucléaire (NLS), un élément d’instabilité protéique (PEST) et un domaine d’activation
(AD) (Figure 36A). La premicre étape du crible double hybride est de choisir le « bon appat ».
En effet un bon appat :

1 : doit étre exprimé correctement dans la levure
2 : ne doit pas étre toxique pour la levure
3 : ne doit pas entrainer d’autoactivation des genes rapporteurs a lui seul

Gcem étant un activateur de la transcription, son domaine d’activation doit étre exclu de
Pappat. J’ai donc décidé de réaliser plusieurs appats en délétant progressivement différents
domaines de Gem (Figure 36B).

Afin de vérifier Pexpression de I'appat, le plasmide appat est transformé dans la souche de
levure sur un milieu sélectif sans Trp (T-) puis la présence de la protéine appat est révélée en
western blot a I'aide d’un anticorps anti-LexA. La transformation de levures avec I'appat permet
également de vérifier sa toxicité chez la levure.

Dans le but de tester si 'appat n’entraine pas d’autoactivation, le plasmide appat est
transformé dans la souche de levure avec le plasmide de la banque sans insert, c'est-a-dire que
notre appat sera en présence du domaine activateur de VP16 dans la levure. Cette transformation
est tout d’abord étalée sur un milieu sélectif dépourvu de Trp et de Leu (TL-) afin de sélectionner
les levures contenant les deux constructions. Puis les levures sont repiquées sur un milieu
dépourvu en Trp, Leu et His (TLH-) afin de vérifier si Pappat est transactivateur, c'est-a-dire
capable d’activer le geéne rapporteur HIS3 et par conséquent la croissance des levures sur ce

milieu sélectif.
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Appit AT ) M 1 mM 2 mM 5mM | 10mM | 20mM | 50 mM
Gcem™ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +
Gem'™! - - - - - - -
Gem'™? - - - - - - -
Gem'™ - - - - - - -
Gem™** e+ +++ +++ P P ++ +

+++ : Autoactivation forte
++ : Autoactivation moyenne

+ : Autoactivation faible

Tableau 2. Test et inhibition de Pautoactivation des différents appats Gem. Afin de déterminer
le « meilleur » appat a utiliser pour le crible double hybride, un test d’autoactivation a été réalisé. Ce
test permet de vérifier si Pappat seul est capable d’activer la transcription des genes rapporteurs a lui
seul (+ a +++) ou non (-). L'utilisation de 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT), un inhibiteur compétitif de
I’histidine, permet de réduire le niveau d’expression basale du gene rapporteur. Cependant, dans le cas

de Gem!*?! et de Gem?92-466 Pautoactivation ne peut étre inhibée, rendant I'utilisation de ces appats

impossible pour le crible double hybride.

- : Pas d’autoactivation
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Les tests d’autoactivation (Tableau 2) montrent que le domaine compris entre la
séquence PEST et 'AD de Gem (AA 262-421) est capable d’induire une forte autoactivation des
deux genes rapporteurs. Dans le but de contrecarrer cette autoactivation, lutilisation d’un
inhibiteur compétitif de 'enzyme IGPDH chez la levure, le 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) a été
utilisé (Tableau 2). Cette technique permet de réduire le niveau d’expression d’autoactivation du
gene rapporteur HIS3 afin de permettre l'utilisation de Pappat donnant cette autoactivation.

Cependant, l'autoactivation induite par la construction Gem™**!

n’a pas pu étre inhibée méme en
présence de fortes concentrations de 3-AT.

Par contre, la partie N-terminale de Gem (DBD-NLS-PEST, Gem'™') n’entraine jamais
d’autoactivation. J’ai donc choisi, comme appat pour le crible, la construction contenant le

1—261)

maximum de domaines (Gecm afin d’identifier des interacteurs les plus variés possible. Les

1-233 1-186

autres constructions (Gem ™ et Gem ™) permettront d’identifier plus précisément le domaine

d’interaction de Gem avec ses potentiels cofacteurs.

C. La banque d’ADNCc : les proies

La banque utilisée est une banque d’expression des ARN messagers présents au cours de
I'embryogenese de la drosophile (4-18 heures de développement a 25°C). Cette banque d’ADNc
a été générée par RT-PCR a l'aide d’oligonucléotides hexameriques aléatoires. Cette banque
contient donc des ADNc, de taille aléatoire, clonés dans le vecteur pASV4. 1l est important de
noter que ces fragments ont été clonés sans respecter les phases ouvertes de lecture, ce qui peut
conduire a 'expression de protéines aberrantes. Cette banque, qui a été construite dans I'institut,
a été utilisée pour deux cribles doubles hybrides qui ont révélés de nombreux candidats validés

par d’autres approches biochimiques (Schaerlinger, 2004 ; Vanolst et al., 2005).
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Graphique 1. Estimation de la force d’interaction entre Gem et ses interacteurs. En double
hybride, le taux d’expression des geénes rapporteurs est corrélé avec la force d’interaction entre appat
(Gem!2) et la proie. Dans mon cas, le géne rapporteur /acZ permet d’estimer la force d’interaction
entre deux protéines a 'aide de la mesure de Pactivité spécifique de la B-Galactosidase. Cette activité
est calculée avec la formule (As=DO,,, = x 0,85)/(0,0045 x [protéines] x volume x temps). En
ordonnées est représentée lactivité de la [B-Galactosidase en nmol/mg/min et en abscisses les
différents interacteurs de Gem en double hybride chez la levure. Le controle négatif correspond a
Pactivité de la B-Galactosidase de la souche de levure sans appat ni proie. Le contrdle positif
correspond a la force d’interaction entre Pannier et Toutatis, deux interacteurs connus chez la

drosophile (constructions de Luc Vanolst).
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D. Crible de la banque

Apres avoir transformé les levures avec les vecteurs contenant I'appat et la banque
d’ADN, les interactions ont été testées en vérifiant I'activation des genes rapporteurs. Pour ce
faire, 10x10° cellules sont criblées sur milieu sélectif TLLH- afin que chacun des clones initiaux de
la librairie (titrée a 10° cfu) soit statistiquement représenté au moins 10 fois. Au final, 166 clones
ont montré une capacité de pousser sur milieu sélectif. Ces clones ont ensuite été séquencés, puis
la séquence nucléotidique correspondant a chaque clone a été traduite en séquence protéique en

respectant la phase de lecture du vecteur puis les clones ont été identifiés a I'aide du programme

informatique blastp (http://flvbase.bio.indiana.edu/blast/). Ceci permet d’écarter les faux positifs
correspondant a des ADNc non en phases ou inversés. En effet, la banque ayant été construite
par RT-PCR a l'aide d’oligonucléotides hexameriques aléatoires il est possible de détecter des
interactions de la protéine appat avec des peptides aberrants ne correspondant pas a de réelles

protéines. Ainsi, 26 clones ont été retenus et correspondent aux genes suivants :

» CG11676 s CGY715 *  pendulin

s (CG1244 s (CGY9973 *  pipsqueak

s (CG13942 *  charlatan *  pleiohomeotic like

* CGT14110 * dpias *  polo kinase kinase 1
* (CG14639 *  karyopherine-Q' o short Wing

s CG2199 *  Jozenge *  su(var)205

s (CG2926 *  mical *  framtrack

o CG3445 *  mod(mded) *  uba2

* CG&562 *  notch

Afin de vérifier la spécificité de ces interactions, les levures 140 ont été de nouveau
transformées avec le vecteur appat vide (pBTM116) et les plasmides contenant les interacteurs
potentiels, ceci dans le but de vérifier que l'interaction n’a pas lieue avec le DBD de LexA seul
mais bien avec la construction d’intérét. En parallele, la qualité de l'interaction entre les cofacteurs

1-261

potentiels et Gem' ™ a été dosée par dosage de activité B-Galactosidase (Graphique 1). Les

forces d’interactions observées peuvent étre séparées en trois catégories : les interactions fortes,
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Appat Geml-261 Geml-233 Geml-186
Interacteur
CG1244 +++ +++ ++
CG2199 +++ 4 .
CG2926 +++ + _
CGI715 +++ ++ +
Charlatan +++ +++ +++
dpias +++ +/- +/-
Karyopherin-a1 4+ +++ -
Mical +++ + +/-
Pendulin +++ +++ -
Pleiohomeotic like +++ +++ +
Polo kinase kinase 1 +++ - -
Uba2 4+ +/- +/-
+++ : Interaction forte +/ - : Interaction quasi-nulle
++ : Interaction moyenne - : Pas d’interaction

+ : Interaction faible

Tableau 3. Domaines requis et force d’interaction entre Gem et ses cofacteurs. Force
d’interaction relative entre chaque interacteur de Gem en double hybride chez la levure selon les
domaines de Gem présents dans 'appat. Ces forces d’interactions qui sont relatives ne sont pas
comparables entre les différents interacteurs. DBD : domaine de liaison a PADN, NLS : signal de

localisation nucléaire, PEST : séquence d’instabilité protéique.
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moyennes et faibles, ’échelle étant placée de fagon arbitraire. Ceci permet également de
confirmer l'interaction car cela permet de vérifier lactivation du second gene rapporteur.

Finalement, 12 clones ont rempli tous ces criteres :

s CGYI715 *  charlatan *  pendulin

s (CG1244 * dpias *  pleiohomeotic like

e CG2199 *  karyopherine-Q'1 *  polo kinase kinase 1
s (CG2926 > ical *  ubal

De fagon intéressante, la proportion de clones ayant remplis tous les criteéres par rapport
au nombre de clones initiaux est du méme ordre que lors des cribles double hybride

précédemment réalisés dans linstitut.

1-233 1-186

Les interactions ont ensuite été testées avec les autres constructions Gem et Gem

afin de déterminer le domaine d’interaction de Gem avec ses interacteurs (Tableau 3).

E. Les cofacteurs potentiels de Gecm

Parmi les cofacteurs potentiels de Gem il peut étre distingué deux catégories. Les
cofacteurs codés par des genes qui ont déja fait Pobjet de plusieurs études, et les cofacteurs codés

par des genes prédits CG (Computed Genes).

1. Les genes « connus »

v’ Charlatan

Charlatan (Chn) est un facteur de transcription a doigts de zinc qui nécessite le DBD de
Gcem pour interagir (Tableau 3) et la force d’interaction entre ces deux protéines peut étre
qualifiée de faible (Graphique 1). A l'aide d’expériences d’hybridation zz situ chez 'embryon, il a

été montré que 'expression de ¢hn est ubiquitaire jusqu’au stade 5, puis son ARNm est accumulé
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dans la région dorsale, dans le sillon céphalique et dans le mésoderme présomptif, mais pas au
niveau du primordium des hémocytes. Au stade 11, PARNm de ¢hz est trouvé principalement
dans le mésoderme ainsi que dans la région épidermique correspondant au lieu ou les neurones
du SNP apparaissent. Les embryons plus tardifs, a partir du stade 15, montrent une forte
expression de ¢hnz dans les neurones embryonnaires. En L3, ¢hn est exprimé dans les groupes
proneuraux des disques imaginaux d’ailes, ceil/antenne, et de pattes (Escudero et al., 2005). Par
contre, le profil d’expression de ¢hz dans le SNC post-embryonnaire n’a pas été établi.

Il a été montré que Chn renforce expression des genes proneuraux achaete/ scute dans les
disques imaginaux en agissant sur des séquences activatrices spécifiques de ces genes. chn est
également requis pour le développement correct du SNP de 'embryon et de la larve, son absence
entrainant la disparition de neurones ainsi que des malformations des organes chordotonaux
(Escudero et al., 2005). Par ailleurs, il a été révélé que Chn partage plusieurs caractéristiques
communes au facteur répresseur humain NRSF/REST (Neuronal Restricted Silencing
Factor/Repressor Element RE-1 Silencing Transcription factor) qui est un répresseur spécifique
de genes neuronaux, pour revue voir Jones et Meech, 1999. En effet, il a été montré que Chn
réprime directement Delta (ligand du récepteur Notch) et que ce role est important dans

I'initiation du développement de I'ceil (Tsuda et al., 2000).

v Mical

Mical est une protéine de liaison a lactine de la famille des flavoprotéines
monooxygénases MICAL (Molecule Interacting with CasL) qui nécessite la séquence PEST de
Gcem pour interagir (Tableau 3) et la force d’interaction entre ces deux protéines peut étre
qualifiée de faible (Graphique 1). 7zcal est exprimé dans les neurones embryonnaires (Terman et
al., 2002) mais son domaine d’expression dans le systeme nerveux post-embryonnaire n’est pas
connu. Par des expériences de génétique classique, il a été montré que Mical intervient dans la

guidance axonale durant "embryogenese (Terman et al., 2002). Mical est également exprimé dans

-90 -



Mical Phalloidine Mical/Phalloidine

Figure 37. Mical est exprimé dans les muscles. Embryon au stade 16 en vue latérale.

Coimmunomarquage Mical (rouge, A) et phalloidine (vert, B) qui marque l'actine F. (C) Montre
simultanément les deux marquages. Mical est exprimé dans les muscles et est présent notamment au

niveau des sites d’attachements musculaire (accolades).

FLAG (Gcm)

stripe-Gald, UAS-gem ¢

Projection totale Projection partielle

Gcm/DAPI

Figure 38. Gcm n’est pas uniquement nucléaire. (A) Immunomarquage anti-FLAG sur embryon
stripe-Gald, UAS-gen™™16 au stade 14-15 exprimant une version étiquetée de Gem dans les cellules tendon
de 'embryon. La zone encadrée en A est présentée en B et C. (B) Projection totale des sections en Z de
la zone d’intérét avec le marquage anti-FLAG (rouge) et DAPI (bleu) qui marque le noyau des cellules.
(C) Projection partielle des sections en Z qui montre que la protéine Gem n’est pas uniquement présente

dans le noyau des cellules. Barres d’échelle en A : 50 um, en B : 25 um.
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les muscles de 'embryon ou il assure une bonne organisation des myofilaments en sarcomeres
ainsi qu’au niveau de l'attachement des muscles aux cellules tendon, mais du c6té musculaire
(Figure 37) (Beuchle et al., 2007). A la vue du réle neurogénique de gez nouvellement identifié, il
pourrait étre intéressant de vérifier si mzcal et gom ne sont pas coexprimés dans une sous
population neuronale aux stades post-embryonnaires. Mical présente une localisation
cytoplasmique ce qui ne signifie pas qu’il ne peut pas interagir avec Gem, car Gem est présent
dans le noyau mais aussi dans le cytoplasme de la cellule (Figure 38). Cette observation a été
réalisée a I'aide d’une construction de Gem étiquetée avec un épitope FLAG que jai réalisé
durant ma thése afin de confirmer les interactions entre Gecm et ses cofacteurs. Cette
construction, placée sous le controle des séquences UAS, est active z vivo, c'est-a-dire que de la
méme fagon que g, Pexpression ectopique de go/'™'“ induit des cellules gliales ectopiques et
Stripe b. Cette construction permet également de visualiser la protéine 7 vivo lorsque gen/ ' est
exprimé ectopiquement avec une lignée pilote. Cette technique a été utilisée dans le but de
visualiser la localisation de Gem car nous ne disposons pas d’anticorps anti-Gem fonctionnant en
immunohistochimie (ni en western blot) dans notre laboratoire. Lors de ma these, jai immunisé
plusieurs lapins avec différents fragments protéiques de Gem, cependant les sérums obtenus ne
permettent pas d’identifier la protéine zz vivo, ni en western blot, comme les anticorps réalisés par

plusieurs groupes.

Ces deux candidats, n’ont donc pas été décrits comme étant exprimés dans des les mémes
tissus que gez au cours du développement de 'embryon. Charlatan et Mical peuvent a priori étre
considérés comme des « faux positifs ». Ceci dit, il n’est pas a exclure que wical et/ou charlatan soit
coexprimés dans un méme tissu que goz étant donné que les profils d’expression de ces génes aux
stades post-embryonnaires ne sont pas totalement connus. En effet, ces génes étant exprimés
dans des territoires neuronaux, il est possible que leurs domaines d’expression se rejoignent dans

une sous population spécifique ou a un stade précis. Lorsque jai réalisé ce crible, le role
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neurogénique de Gem n’avait pas encore été mis en évidence, c’est pourquoi je n’ai pas déterminé
le profil d’expression de ces geénes dans le systéme nerveux post-embryonnaire. Cependant, a la
vue du nouveau role neurogénique de g il pourrait étre intéressant de poursuivre I’étude de ces
potentiels cofacteurs. Toutefois, il est également possible que deux protéines interagissent en
double hybride chez la levure mais que cette interaction soit impossible 2z vzvo, les protéines étant

dans des tissus/compartiments cellulaires différents.

v Polo kinase kinase 1

La Polo kinase kinase 1 (connu également sous le nom de Sterile 20-like kinase (Slik)) est
une protéine kinase qui nécessite le DBD de Gem pour interagir (Tableau 3) et la force
d’interaction entre ces deux protéines peut ¢tre qualifiée de faible (Graphique 1). La protéine
Polo kinase kinase 1 est majoritairement submembranaire et est impliquée dans le controle de la
prolifération cellulaire et de 'apoptose (Hipfner et Cohen, 2003 ; Hipfner et al., 2004). La perte
de fonction de polo kinase kinase 1 induit des animaux de taille réduite ce qui suggere quelle est
nécessaire dans toutes les cellules de 'organisme, cependant son expression n’a été déterminée
que dans le disque d’aile par immunomarquage. Dans ce tissu, Slik est présent dans toutes les
cellules et a un niveau comparable (Hipfner et Cohen, 2003), ce qui sous entend qu’il doit en étre

de méme dans toutes les cellules de 'organisme.

v’ Karyopherin-a1 et Pendulin

La karyopherin-01 et Pendulin (connus également sous le nom de importin-01 et
importin-02, respectivement) sont des protéines de transport impliquées dans le transfert de
protéines, possédant un NLS, du cytoplasme au noyau de la cellule (pour revue Goldfarb et al.,
2004). 11 existe trois homologues chez la drosophile qui peuvent fonctionner de facon
interchangeable selon le tissu. Ces deux protéines nécessitent le NLS de Gem pour interagir avec

Gcem ce qui valide, en autre, le crible double hybride car, Gem étant un facteur de transcription
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avec une séquence NLS, il nécessite des transporteurs afin d’¢tre localisé dans le noyau de la
cellule. L’interaction entre la Karyopherin-01 et Gem est tres forte, alors que linteraction entre
Pendulin et Gem peut étre qualifiée de faible (Graphique 1). II est donc probable que la
Karyopherin-a1 soit la protéine qui soit principalement impliquée dans le transport de Gem, par
rapport a Pendulin.

Les animaux mutants perte de fonction pour pendulin sont stériles. 1l a été mis en évidence
que ce phénotype de stérilité peut étre sauvé chez les males par l'introduction d’un transgene
emmenant soit karyopherin-al, pendulin ou importin @2 (Mason et al., 2002), suggérant que les trois
importines peuvent réaliser le role de pendulin durant la spermatogenese. Par contre, chez les
femelles, ce phénotype ne peut étre sauvé que par pendulin (Mason et al., 2002), suggérant que

celui-ci joue un réle spécifique durant 'oogencse.

v Uba2

Les mécanismes conduisant a la modification par 'ubiquitine ou par Sumo membre de la
famille des « Ubiquitin-like » font appel a des complexes d’organisation similaire bien que
composés de protéines différentes (Herrmann et al., 2007). Ils sont constitués d’une ligase E1 qui
active le résidu, d’'une ligase E2 permettant le transfert de Sumo sur le substrat et d’une ligase E3
qui assure la spécificité de reconnaissance du substrat. Le processus de sumoylation est donc tres
proche biochimiquement de celui de l'ubiquitination. En revanche, alors que l'ubiquitination
entraine principalement la dégradation de la protéine ciblée par le protéasome, la sumoylation
semble plutot réguler les propriétés biochimiques des protéines cibles (traffic intracellulaire,
interaction protéique, interaction ADN-protéine, activité transcriptionnelle...), pour revue voir
Zhao, 2007.

Uba2 (connu également sous le nom de Smt3 activating enzyme 2) est une protéine
composant 'enzyme Sumo E1, présente a tous les stades du développement, mais en quantité

plus abondante dans les tissus en prolifération (Donaghue et al., 2001). Chez ’embryon, il a été
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mis en évidence que Uba2 est exprimé de fagon ubiquitaire dans tout le SNC (Altenhein et al,,
20006). Uba2 nécessite la séquence PEST de Gecm pour interagir (Tableau 3) et la force
d’interaction entre ces deux protéines peut étre qualifiée de faible (Graphique 1). A ce jour, la
fonction de cette protéine n’est pas élucidée. Nous avons entamé une collaboration avec le Dr
Ho de Péquipe du Dr Chien (Taiwan) afin d’étudier la régulation de I'activité de Gem dans le

systéme nerveux.

v’ Pleiohomeotic like

Pleiohomeotic like (Phol) est un facteur de transcription a doigts de zinc. Phol nécessite le
NLS de Gem pour interagir (Tableau 3) et la force d’interaction entre ces deux protéines peut
étre qualifiée de faible (Graphique 1). Le profil d’expression de pho/ n’a pas été établi a ce jour.
Phol a été montré comme impliqué dans la répression de 'expression des genes homéotiques lors
du développement (Brown et al., 2003), en recrutant les protéines du groupe Polycomb a TADN

et ainsi induire une répression transcriptionnelle dirigée par les protéines Polycomb (Wang et al.,

2004).

Polo kinase kinase 1, karyopherin-01, Pendulin, Uba2 et Pleiohomeotic like représentent
des protéines qui laisse penser a une fonction « générale » dans la cellule. Le but de ce crible
double hybride étant 'identification des cofacteurs de Gem induisant la spécificité de sa fonction
selon le tissu ou il est exprimé, ces candidats n’ont pas retenu mon attention pour la suite de ma
these. Cependant, leur étude peut étre intéressante afin de mieux comprendre la régulation de la

protéine Gem au cours du développement.

v dpias
dpias est une protéine nucléaire a doigts de zinc (impliqué dans les interactions

protéine/protéine) qui nécessite la séquence PEST de Gem pour interagir (Tableau 3) et la force
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d’interaction entre ces deux protéines peut étre qualifiée de faible (Graphique 1). dpias est
impliquée dans différents processus tels que 'organisation et la condensation des chromosomes
(Hari et al., 2001), dans le développement de T'ceil (Betz et al, 2001), ainsi que dans
I’hématopoiese larvaire (Betz et al., 2001 ; Hari et al., 2001) (voir INTRODUCTION page 47-
48). Cette protéine a particuliecrement retenue mon attention a cause de son role dans
I’hématopoiese larvaire. Or, nous savions que Gem est impliqué dans Phématopoiese
embryonnaire mais une fonction potentielle de Gem au cours de '’hématopoiese larvaire n’avait
jusqu’a lors jamais été décrite. Ce candidat représentait donc un bon prétendant pour mieux

comprendre la spécificité de la fonction de Gem au cours du développement.

2. Les génes « inconnus »

Lors de ce crible, quatre hypothétiques cofacteurs de Gem, CG9715, CG2926, CG2199 et
CG1244, correspondent a des protéines dont la fonction et le domaine d’expression sont

inconnus.

v CGI715

CGI715 est une protéine a doigts de zinc de type CCHC qui nécessite le NLS de Gem
pour interagir (Tableau 3) et la force d’interaction entre ces deux protéines peut étre qualifiée de
faible (Graphique 1). L’analyse de la séquence protéique, a I'aide du programme megablast du

site Internet www.ncbi.nlm.nih.gov, de CG8715 ne m’a pas permis d’identifier d’homologue chez

la drosophile ni d’orthologue chez les vertébrés.

v CG2926
CG2926 est une protéine a doigts de zinc de type RING/PHD qui nécessite la séquence

PEST de Gem pour interagir (Tableau 3) et la force d’interaction entre ces deux protéines peut
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étre qualifiée de faible (Graphique 1). L’analyse de la séquence protéique de CG2926, réalisé de
la méme fagon que pour CG9715, a révélé 37 % d’homologie avec la protéine prédite CTD-
binding SR-like protein rA9 du rat. Cette protéine est également présente chez les autres

vertébrés mais son domaine d’expression et sa fonction ne sont également pas connus.

v CG2199

CG2199 est une protéine a doigts de zinc de type C2ZH2 qui nécessite le DBD de Gem
pour interagir (Tableau 3) et la force d’interaction entre ces deux protéines peut étre qualifiée de
moyenne (Graphique 1). Aucun homologue chez la drosophile ni d’orthologue chez les vertébrés

n’ont pu étre identifiés.

v CG1244

CG1244 est une protéine a doigts de zinc de type C2ZH2 qui nécessite le DBD de Gem
pour interagir (Tableau 3) et la force d’interaction entre ces deux protéines peut étre qualifiée de
moyenne (Graphique 1). Aucun homologue chez la drosophile ni d’orthologue chez les vertébrés

n’ont pu étre identifiés.

La détermination du profil d’expression embryonnaire de ces quatre genes par des
expériences d’hybridation 7z situ pour leur ARNm permettra de savoir dans un premier temps si
ceux-ci sont exprimés dans un tissu gz au cours de embryogenese. Dans ce cas, la création
d’outils, tels que des protéines étiquetées, des lignées transgéniques et mutantes, seront

nécessaires pour déterminer la fonction de ces genes au cours du développement.
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Figure 39. Gem interagit avec dpias. (A) Structure de la protéine Gem : AD, domaine d’activation ;
DBD, domaine de liaison a PADN ; NLS, signal de localisation nucléaire ; PEST, séquence d’instabilité
protéique. La ligne noire indique le domaine de Gem utilisé dans le crible double hybride. (B) Structure
des différentes isoformes protéiques de dpias : RING, domaine a doigt de zinc de type RING ; SAP,
motif caractéristique des protéines SAF-A/B, Acinus et PIAS ; SBM, site de liaison des protéines
SUMO. La ligne noire indique le domaine de dpias utilisé en double hybride chez la levure. (C)
Interaction en double hybride entre Gem et dpias. Des levures auxotrophes pour le tryptophane, la
lysine et lhistidine ont été co-transformées avec les vecteurs contenant (i) la construction
LexAPBPGem!2! ou LexAPPP  seul ou LexAPPPGem'?», qui compensent lauxotrophie au
tryptophane et (i) la construction dpias®?”’LexA”P, qui compensent 'auxotrophie a la lysine. Ces
levures transformées ont été repiquées sur un milieu sélectif sans tryptophane et sans lysine afin de
vérifier la présence des deux constructions (C1). Puis ces levures ont été repiquées sur un milieu
sélectif manquant de tryptophane, de lysine et d’histidine (C2). Seules les levures ou il y a interaction
protéique voient leur auxotrophie en histidine compensée et poussent sur le milieu sélectif manquant

de tryptophane, de lysine et d’histidine.
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V. ETUDE DU ROLE DE Gcm-Gecm2 DANS DLD’HEMATOPOIESE POST-

EMBRYONNAIRE CHEZ LA DROSOPHILE

A. dpias : un interacteur de Gem identifié par double hybride chez la levure

A Tissue du crible double hybride, dpias a été identifié comme cofacteur potentiel de
Gcem chez la levure (voir page 95-96 et Figure 39). Chez la drosophile, le gene dpias est le seul
gene qui code pour une protéine de la famille des PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT),
protéines connues pour leur réle d’inhibition sur les facteurs de transcription STATs. II code
pour trois isoformes protéiques qui different dans leurs 22 derniers acides aminés en C-terminal
(Figure 39B). La partie de dpias identifiée en double hybride recouvre une région commune aux
trois isoformes (acides aminés 57 a 295), il n’est donc pas possible de savoir quelle(s) isoforme(s)
interagit avec Gem. Parallelement, les différentes constructions de Gem qui ont été utilisées en
double hybride chez la levure (voir RESULTATS — IV — Tableau 3) indiquent que le domaine

PEST est requis pour l'interaction Gem-dpias. En effet, dpias57‘295

est capable d’interagir avec un
fragment de Gcm contenant le domaine de liaison a FADN (Figure 39C), la séquence de
localisation nucléaire ainsi que la séquence PEST de Gem (AA 1-261), par contre cette

interaction n’a pas lieu avec le méme fragment dépourvu de la séquence PEST (AA 1-233)

(Figure 39C).

B. Induction de tumeurs mélaniques en condition mutante perte de fonction

pour gcm-gcm?2 et dpias

Chez la drosophile, dpias a été mis en évidence pour son role de régulateur négatif de la
voie de signalisation JAK/STAT (Mohr et Boswell, 1999 ; Betz et al., 2001 ; Hari et al., 2001) et

pour sa participation a I’hématopoiese larvaire (Betz et al., 2001 ; Hari et al, 2001) (voir
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Figure 40. Phénotypes perte de fonction pour gcm-gcm?2 et dpias. Photographies de larves
L3 sauvage (A), serpent-Gald,tub-Gal80%,UAS-genPN,UAS-encGEP (gem-gem2 LOF, B), serpent-
Gald,1nb-Gal80",UAS-genN"#PNUAS-encGFP (Controle, C), dpias'/ dpias® (dpias, D). (B’) Tumeurs
présentent dans les animaux goz-gen2 LOF (induction en L1). Les pertes de fonctions pour ge-
gem2 ont été induites en L1 en placant les larves a 29°C jusqu’en L3. Les larves controles ont
subi le méme traitement. Les larves sauvages et les larves dpias sont quant a elles restées a 25°C.
Les larves pertes de fonction pour gaw-gem2 (B) et dpias (D) présentent de nombreuses tumeurs
mélaniques alors que les larves exprimant une construction dominant négatif mutée dans le
domaine de liaison a PADN de Gem ne présentent aucune tumeur dans leur hémocoele (C). (B)
Les tumeurs mélaniques correspondent a un agrégat de plasmatocytes, de cellules a cristaux et

de lamellocytes entre eux. Barres d’échelle en A : 1 mm, B’ : 250 pm.
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INTRODUCTION p. 47-48). Son profil d’expression précis n’a pas été a ce jour déterminé.
Dans ce but, des expériences d’hybridation z sitn sont en cours. Plusieurs alleles mutants pour ce
gene existent, cependant les mutants perte de fonction nuls sont létaux en fin d’embryogencse a
I’état homozygote, et les hétérozygotes ne présentent pas de défauts durant le développement
(Hari et al., 2001). Par contre, les animaux transhétérozygotes pour les alleles dpias’ / dpias’ sont
viables jusqu’en fin L3-pupe ce qui permet d’analyser la fonction de dpias au cours de la vie

larvaire (Hari et al., 2001). Le mutant dpias’ est un mutant perte de fonction ou la Leu™ est

260
7 est

substituée par une Met, et le mutant dpias’ est un mutant perte de fonction ou le Trp
substitué¢ par un codon STOP.

1l a été montré que les larves dpias’ / dpias’ (dpias LOF) présentent, dans 3 a 15 % des cas,
des tumeurs mélaniques en L3 a 25°C. La pénétrance de ce phénotype augmente avec la
température (63 % a 28°C) (Hari et al., 2001). De plus, I'expressivité du phénotype de tumeur

mélanique est variable, le nombre de tumeurs dans I’hémocoele n’étant pas constant. Le

phénotype présenté en Figure 40D est le plus fort que 'on puisse obtenir a 25°C.

dpias a été révélé comme étant un répresseur de la voie JAK/STAT en interagissant
directement avec STAT92E. La perte de fonction de dpias entraine une augmentation de la
signalisation de la voie JAKK/STAT ce qui se traduit par la présence de tumeurs mélaniques chez
les animaux en L.3. Afin de déterminer la fonction post-embryonnaire de Gem et/ou Gem?2, j’ai
procédé a des pertes de fonction conditionnelles a I'aide d’une approche dominant négatif. En
effet, la perte de fonction pour gem-gem2 étant 1étale en fin d’embryogenese, il n’est pas possible
d’utiliser des mutants classiques perte de fonction. La construction dominant négatif gew™
(Figure 29), couplée au systeme TARGET (Figure 32) a été utilisée dans le but de contrecarrer
la létalité embryonnaire. Cette technique a ¢été préalablement employée avec succes.
Effectivement, il a été montré dans différents systémes que gew” bloque l'activité de Gem et de

Gcem?2 et induit les mémes phénotypes que ceux observés dans la double perte de fonction ge-
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Figure 41. Profil d’expression de serpent en L1. (A) Photographie de larve serpent-Gald,UAS-encGFP
entiere. (B) Montre un agrandissement de la région encadrée en A. Les larves L1 serpent-Gait,UAS-encGFP
(s1p>GFP) expriment la GFP dans la glande lymphatique (pointillés en B), dans le corps gras (astérisques en B)

et dans les hémocytes (tétes de fleches en B). Barres d’échelle 50 pum.
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Figure 42. Phénotypes perte de fonction pour gcm-gcmZ2. (A) Cycle de développement de Drosophila
melanogaster a 18°C. (B) Variation des phénotypes obtenus selon le stade de développement auquel expression
de la construction dominant négatif (gzPN) est induite (a 29°C). L’induction de ge”N durant embryogenése
induit la mort en fin d’embryogenése. L’induction aux stades L1-L2 aboutit a des phénotypes de tumeurs
mélaniques en L.3. La force relative du phénotype en L3 selon le moment de I'induction est indiqué par un
gradient. Lorsque la perte de fonction gem-gem?2 est induite en début L3, aucun phénotype de tumeur mélanique

n’est observé mais les animaux meurent en pupes, seulement quelques « fugitifs » parviennent au stade adulte.
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gem2 (gem-gem2 1LOF) (Cellules tendon : voir RESULTATS — I ; SNC post-embryonnaire : voir
RESULTATS — III). En effet, dans les cellules tendon de embryon, ou gz et gen2 sont tous
deux requis, g induit les mémes phénotypes que dans gow-gon2 LOF (Soustelle et al., 2004).
De méme, au cours de la vie larvaire, il a été montré que g et gen2 sont requis pour la
différenciation des cellules gliales et des neurones de la lamina (Chotard et al., 2005) et que leur
absence induit les mémes phénotypes que ceux obtenus avec g (Soustelle et al., 2007). Nous

pouvons donc dire que ge”~ mime la double perte de fonction pour gew et gem?.

Pour les expériences de pertes de fonction conditionnelles, le pilote serpent-Gald a été
utilisé. En effet, ce pilote dirige Pexpression de Ga/4 dans tous les tissus jouant un role dans la
réponse immunitaire a tous les stades du développement, c'est-a-dire: toute la glande
lymphatique, mais aussi dans tous les hémocytes, qu’ils soient circulants ou sessiles, ainsi que dans
le corps gras (Figure 41). La perte de fonction pour gen-gemn2 est induite en L1 (Figure 42) par un
«shift» a la température restrictive, ce qui entraine linhibition de Gal80" et I'activation du
rapporteur g/ (Figure 32). Les animaux serpent-Gald,tub-Gal80",UAS-gon™™,UAS-encGFP
(srp>gem™) présentent de multiples tumeurs mélaniques dans leur hémocoele en 1.3 (Figure 40)
et meurent en fin L3-début de la vie pupale. Ce phénotype est 100 % pénétrant, c’est le
phénotype le plus fort décrit jusqua présent chez les mutants qui affectent ’hématopoicse
larvaire. De fagon intéressante, ces animaux présentent un délai dans le développement ainsi
qu'une désintégration du corps gras (Figure 43) comme il a été observé chez les mutants hgp""”
ou la voie JAK/STAT est constitutivement activée (Harrison et al., 1995 ; Luo et al., 1995). 1l est
important de noter qu'aucun phénotype n’est observé chez les larves serpent-Gald, tub-Gal80",UAS-

)

g\ PN UAS-encGFP (srp>gem™, dominant négatif muté) qui ont été soumises au méme

N7-4DN.

régime de température (Figure 40). De méme, les lignées smp>gon™ et sp>ge ne présentent

aucun phénotype a température permissive (18°C).
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Figure 43. Phénotypes perte de fonction pour gcm-gcmZ. (A-B) Photographies de larves L3 en
macroscopie a fluorescence, serpent-Gald,tnb-Gal807,UAS-gen™N7#PNUAS-encGFP (A,A’ Contrdle), serpent-
Gald, iub-Gal80",UAS-genmPN,UAS-encGFP (BB’ gemr~gem2 LOF). (A’,B’) Fort grossissement montrant le
corps gras des larves en A et B. (A,A”) Les larves contréles ont un corps gras compact alors que les larves
gem-gem2 LOF montrent une désintégration de celui-ci (B) qui prend un aspect de polystyrene (B’). Barres

d’échelle en A : 1 mm, A’ : 30 pm.

Figure 44. Induction de lamellocytes dans les pertes
de fonction pour gcm-gcm?2 et dpias. Hémocytes en
circulation chez des larves L3 serpent-Gaid,UAS-encGFP
(sp>GEFP,  A),  dpias’/dpias’  (B),  serpent-Gald,tub-
Gal80,UAS-gen™N"#PNUAS-encGFP (Contrdle, C), serpent-
Gald, tub-Gal§0°,UASgemPN,UAS-encGFP  (gem-gem2 LOF,
D). Les pertes de fonctions pour gem-gem2 ont été induites
: en L1 en placant les larves a 29°C jusqu’en L3. Les latves
g geniigem2 POF .

: MPRNNTRR  controles et les larves serpent-Gald,UAS-encGFP ont subi le
méme traitement. Les larves dpias’/ dpias’ sont quant a elles
restées a 25°C. Les larves pertes de fonction pour dpias (B)

et gom-gem? (D) présentent des lamellocytes dans leur

hémolymphe (grosses cellules aplaties en B et D) alors que

les larves exprimant une construction dominant négatif

setpent-Gald, UAS-encGFP - mutée dans le domaine de liaison a PADN de Gem ainsi
dpias'/dpias’ +++

setpent-Gald, tub-Gal80", UAS-gem™ ™Y - que les larves serpent-GaM,UAS-encGFP n’ont aucun
serpent-Gald, tub-Gal80°,UAS-gcm™ +++

lamellocyte dans leur hémolymphe (A,C). (E) Tableau
récapitulatif. Barre d’échelle 20 um.
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Afin de déterminer a quel moment du développement larvaire la fonction de gz et/ou
gom?2 est requise, j’ai induit Pexpression de go”™ a différents stades du développement larvaire (I.1
a fin L.3). La perte de fonction de go-genz2, induite entre le stade L1 et 1.2, aboutit a des larves en
fin L3 ayant des tumeurs mélaniques (Figure 42). De facon intéressante, plus la perte de fonction
gem-gem2 est réalisée tot au cours de la vie larvaire plus la pénétrance et Pexpressivité augmentent
(plus de tumeurs mélaniques dans ’hémocoele). Par contre, la perte de fonction gem-gem2, induite
en L3, n’induit aucune tumeur mélanique en fin L.3. Il pourrait étre intéressant de réaliser une
perte de fonction pour gmm-gen2 en L2, qui induit un phénotype plus modéré, en contexte
hétérozygote pour gon, afin de déterminer si Pexpressivité du phénotype augmente, ce qui
réaffirmerait notre approche par goz” dans ce systéme.

Afin de comparer plus précisément les phénotypes observés dans les expériences de perte
de fonction gem-gem2 et dpias, la composition hémocytaire des larves en fin 1.3 a été déterminée.
Dans ce but, ’hémolymphe de chaque larve est récupérée sur une lame en verre. Les hémocytes
vont s’y fixer permettant ainsi de réaliser un immunomarquage. Dans les larves controles, serpent-
Gald,tub-Gal80",UAS-encGFP et sip>gend"*"N, qui ont été placées a température restrictive en L1,
la population hémocytaire se compose uniquement de plasmatocytes et de cellules a cristaux
(Figure 44A,C). Par contre, en conditions dpias et gem-gem2 LOF, bien que la quantité de
plasmatocytes et de cellules a cristaux reste la méme, une augmentation du nombre total
d’hémocytes est évidente, due a la présence de nombreux lamellocytes dans I’hémolymphe
(Figure 44B,D).

Gcem et dpias interagissent physiquement chez la levure. Afin de vérifier leur implication
dans le méme processus cellulaire, les relations épistatiques entre gew-gom2 et dpias ont été
analysées. Les différents alléles mutants pour dpias : dpias’, dpias’ ou dpias”””” ont été croisés avec
les différents alleles mutants pour gew et gom-geom?2 = geni™”, gent”” | gen™”™ ou Df21.)132. Cependant,
aucun transhétérozygote ne présente de tumeur mélanique en L3, ceci pouvant s’expliquer par le

fait qu’aucun de ces mutants ne montre de défaut a I’état hétérozygote, donc la combinaison de

-100 -



Graphique 2. Les hémocytes en circulation proliférent

moins dans les mutants gain de fonction pour gcm et

;,/:])0 gcm2. Histogramme représentant le pourcentage d’hémocytes
0,90 - en division dans des larves L3  senpent-Gald,UAS-encGEFP
0,80 (srp>GFP ; noit) ; serpent-Gald,tub-Gal80",UAS-gem, UAS-encGFP
0,70 7 (srp>gem ; rouge) ; serpent-Gald,tnb-Gal80%,UAS-gem2, UAS-encGFP
Z,zz : (srp>gem?2 ; rouge a pois blancs) ; serpent-Gal,tub-Gal§0",UAS-
0:40 . gem™NHPNUAS-encGFP - (s1p>gem™N7#PN 5 noir  rayé) ; serpent-
0,30 1 Gald, tnb-Gal80”,UASgemPN,UAS-encGFP (srp>gem®N ; blanc 2a
%207 tirets noirs) (n=10). Pour chaque génotype, l'induction des
2:32 : transgénes a été faite en L1 en plagant les larves 4 29°C jusqu’a

| - % sop>gemNP leur analyse en L3. L’expression ectopique de gow et de gm2

. stp>gem T sip>gomPN entraine une diminution de la prolifération hémocytes. Les

ﬂ stp>gem2 B barres représentent la déviation standard. Test de Student, ***

P<0,001.

13’

. .
oo

Figure 45. Induction de lamellocytes dans la glande lymphatique dans les mutants perte de fonction pour gcm-
gcm2. (A) Photographie de latve L3 peroxidasin-Gald, UAS-encGFP (pxn>GFP). 1La GFP est exprimée dans la glande
lymphatique (pointillés), ainsi que dans les plasmatocytes sessiles et circulants. (B-C) Photographies de larves gemz-gem?2
LOF avant apparition du phénotype de tumeur mélanique. Les larves ont été chauffées 10 min a2 65°C afin d’induire les
cascades de mélanisation ce qui permet de visualiser les cellules a cristaux ainsi que les lamellocytes. (B) Vue dorsale
montrant la glande de la lymphe hypertrophiée par rapport au contréle en A. (B’) Agrandissement de I'encart en B, les
lignes pointillées entoutrent les lobes primaires de la glande de la lymphe et la ligne interrompue entoure un lobe
secondaire. Les fleches montrent des lamellocytes en circulation. (C) Vue latérale montrant la glande de la lymphe

entourée en pointillés. Barres d’échelle 500 um.
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ces mutants n’induit également pas de phénotype. L’analyse d’animaux transhétérozygotes
dpias' | dpias’ et hétérozygotes pour gem ou gem-gem?2 devrait permettre de mettre en évidence une
interaction génétique entre dpias et gem.

Afin de confirmer que laugmentation du nombre d’hémocytes provient bien dune
différenciation de novo dans la glande lymphatique et non pas d’une prolifération des hémocytes
circulants, un immunomarquage anti-PH3 (marqueur de la division cellulaire), a été effectué sur
les hémocytes circulants des animaux gow-ge2 LLOF. Le pourcentage d’hémocytes en division
dans ces animaux est comparable aux animaux sauvages et controles (Graphique 2). Les
lamellocytes présents dans ’hémolymphe proviennent donc bien d’une différenciation de novo
dans la glande lymphatique.

Les cellules a cristaux contiennent des prophénoloxydases (pro-PO) qui, sous l'action de
la chaleur colorent la cellule en noir. Les lamellocytes contiennent également des pro-PO, mais en
quantité moindre que les cellules a cristaux. Afin de visualiser les cellules a cristaux, ainsi que les
lamellocytes, chez des larves gem-gem2 LOF n’ayant pas encore le phénotype de tumeur mélanique,
j’ai chauffé pendant 10 min a 65°C les larves afin d’induire les cascades de mélanisation. De fagon
intéressante, cette expérience montre que ces animaux ont une glande lymphatique hypertrophiée
contenant des lamellocytes, ainsi que des lamellocytes en circulation dans ’hémolymphe (Figure

45).

C. Le phénotype de tumeurs mélaniques obtenu dans les expériences de perte de

fonction gcm-gem?2 requiert hop

Chez la drosophile, la seule kinase de type JAK impliquée dans la voie
JAK/STAT s’appelle Hop. II a été décrit que la formation des lamellocytes nécessite hop
(Sorrentino et al., 2002) et que les mutants gain de fonction Agp développement des tumeurs

mélaniques dues a une agrégation de lamellocytes dans ’hémolymphe (Harrison et al., 1995 ; Luo
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Plasmatocytes et

A
Lamellocytes cellules a cristaux

gcem-gem2 LOF 88,1% 11,9 %

gem-gem?2, hop LOF 0,3 % 99,7 %

gem-gem2L.OF | C gem-genr2,hop LOF

Figure 46. Le phénotype de tumeurs mélaniques induit par la perte de fonction gcm-gcm?2
requiert Aop. (A) Tableau représentant le pourcentage des différents types hémocytaires dans une larve
au troisiecme stade larvaire. Ce pourcentage a été obtenu aprés comptage de la population hémocytaires
circulantes de 10 animaux (n=10). L’induction de la perte de fonction pour gem-gem?2 a été réalisée en
placant les larves L1 a 29°C jusqu’au moment de 'analyse. Les larves controles ont subi le méme
traitement. Les larves mutantes perte de fonction pour ge-gem2 présentent une quantité importante de

lamellocytes (B) alors que lintroduction d’une mutation perte de fonction pour hop supprime le

phénotype (C).

Figure 47. L’expression ectopique de gcm et de gcmZ2 induit la perte compléte des cellules a
cristaux matures de la larve. Les deux derniers segments postérieurs de larves L3 serpent-Gald, UAS-
encGEP (srp>GFEP, A), serpent-Gald,tnb-Gal§0%,UAS-gem, UAS-encGEP (srp>gem, B) et serpent-Gald,tub-
Gal§0%,UAS-gem2,UAS-encGEP (s1p>gem2, C) sont présentés. L’expression ectopique de ge et de gom2
a été induite en L1 en placant les larves a 29°C, les larves controles s7p>GEP ayant subi le méme
traitement. Les larves des différents génotypes ont été chauffées 10 min a 65°C, processus qui induit
le noircissement des cellules a cristaux matures, qui sont par conséquent visibles a travers la cuticule
de la larve. Sur ces photos, ce sont majoritairement les cellules a cristaux sessiles qui sont visibles. Les
larves L3 sip>GFP possedent des cellules a cristaux matures (A, accolades noires) alors que les larves

L3 stp>gem et srp>gem2 (B,C) n’en n’ont aucune. Barre d’échelle 100 um.
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et al., 1995 ; Zettervall et al., 2004). Afin de déterminer si la voie JAK/STAT est requise pour
I'induction de lamellocytes et tumeurs mélaniques observés chez les animaux goz-gen2 LOF, jai
réalisé les mémes expériences en contexte mutant perte de fonction pour hgp. Les animaux
hop’ | Y ,serpent-Gald, tub-Gal8 0", UAS-gem™™ ,UAS-encGFP, placés a 29°C en L1, ne présentent ni
tumeur mélanique, ni lamellocyte dans leur hémolymphe (Figure 46). De plus, de fagon
intéressante, les animaux ont un cycle de développement comparable aux controles serpent-
Gald, tub-Gal80",UAS-gens~,UAS-encGFP, et un corps gras intact. Les phénotypes de tumeurs
mélaniques, de lamellocytes et de corps gras désintégré induit dans la perte de fonction genr-gem2

nécessitent donc Aop.

D. Le gain de fonction pour gcm et gcm?Z induit une diminution de la

prolifération des hémocytes

Afin de compléter lanalyse de la fonction de gz et/ou g2 dans le systeme
hématopoiétique larvaire, des expériences gain de fonction ge et gom2 ont été réalisées de fagon
conditionnelle (systtme TARGET) en L1 chez des animaux serpent-Gald,tub-Gal80",UAS-
gom,UAS-encGFP et serpent-Gald, tub-Gal80",UAS-gem2,UAS-encGFP (gem ou gem2 GOF), le gain de
fonction de gez ou de ge2 induit des 'embryogenese étant 1étal.

L’analyse de la composition de ’hémolymphe de ces animaux, réalisée en comptant le
nombre d’hémocytes circulants chez au minimum dix larves par génotypes (n=10), montre que
les larves gew et gem2 GOF ont moins d’hémocytes en circulation (serpent-Gald,UAS-encGFP : 605
+176 ; gom GOF: 222 +61 ; gm2 GOF: 202 £67). Un immunomarquage anti-PH3 sur les
hémocytes de ces larves confirment une diminution de leur prolifération (Graphique 2). De plus,
I’hémolymphe ne contient aucune cellule a cristaux (Figure 47), en accord avec 'observation que
les animaux exprimant ectopiquement gezz ou g2 dans les précurseurs des cellules a cristaux

présentent une carence en cellules a cristaux matures (Lebestky et al., 2000).

-102 -



Peroxidasine Peroxidasine/ GFP/DAPI

stp>GFP
| .
|

1 774
1
1

srp>gcm

L]
-

stp>gem2

Figure 48. Phénotype gain de fonction gcm-gcmZ2 dans les hémocytes circulants. Co-immunomarquage
Peroxidasine (rouge, A,E,I), GFP (vert, B,F,]) et DAPI (bleu, C,G,K) sur des hémocytes en circulation chez des
larves L3 serpent-Gald,UAS-encGEP (srp>GFEP, A-D), serpent-Gald,tub-Gal§0%,UAS-gen,UAS-encGEP (srp>gem, E-H),
serpent-Gald, tub-Gal80%,UAS-gem2,UAS-encGFP (srp>gem2, 1-1)). Les expériences de gain de fonction pour gz ou
gem2 ont été réalisées en placant les larves du premier stade larvaire 2 29°C jusqu’en L3. (D,H,L) montre
simultanément les trois marquages. Les larves exprimant ectopiquement gez ou gean2 présentent des hémocytes
exprimant le marqueur des plasmatocytes (Peroxidasine) qui ne sont pas morphologiquement des plasmatocytes

(tétes de fleches E-L). Ces cellules ne sont jamais présentes dans les animaux contréles. Barre d’échelle : 20 um.

srp>GFP

Figure 49. Les animaux exprimant ectopiquement gcm n’ont plus de corps gras. Larves L3 serpent-
Gald,UAS-encGFP  (sp>GEFP, AA’), serpent-Gald,tub-Gal§0%,UAS-gem,UAS-encGEP  (sip>gem, B,B’), Les
expériences de gain de fonction pour gz ont été réalisées en placant les larves L1 a 29°C jusqu’en L3. (A,B)
Photographie en macroscopie inversée a fond clair. (A’,B’) Photographie des larves A,B en macroscopie a
fluorescence. Les larves s7p>GFP ont un corps gras opaque a la lumiere (A) et qui est visible en GFP, la lignée
pilote serpent-Gal4 dirigeant I'expression de la GFP dans le corps gras. Les larves sp>gem sont quant a elles
translucides, il n’y a plus de corps gras (B), ce qui est également visible par I’absence de GFP en (B’). Le peu de

GFP visible n’est pas spécifique du corps gras. Barre d’échelle : 1 mm.



RESULTATS

De maniere surprenante, dans ’lhémolymphe des animaux gezz ou gez2 GOF, il peut étre
noté la présence hémocytes Peroxidasin positifs (marqueur des plasmatocytes) qui ne montrent
pas les caractéristiques morphologiques des plasmatocytes ni d’aucun type d’hémocyte décrit a ce
jour. Il s’agit peut etre de cellules a cristaux adoptant les caracteres plasmatocytaires sous 'action
de gom ou gem2 (Figure 48), cependant la proportion de ces cellules est plus importante que la
proportion de cellules a cristaux en circulation en conditions sauvages. Un immunomarquage a
'aide d’un marqueur de cellule a cristaux pourra valider cette hypothese. Dans cette optique je me
suis procurée un anticorps dirigé contre la protéine Lozenge, mais celui-ci ne fonctionne pas sur
les préparations d’hémocytes en circulation.

Finalement, en fin L3, les larves gow ou gem2 GOF ne présentent jamais de tumeurs
mélaniques. Par contre, fait étonnant, les animaux présentent une absence totale ou quasi-totale
de corps gras (Figure 49), ainsi qu’une disparition de la glande lymphatique. L’utilisation de
marqueurs neuraux ou de tendons permettra de savoir si le corps gras a été transformé en un

autre type cellulaire ou s’il a été éliminé.

E. Approche génétique pour la recherche des tissus nécessitants la fonction de

gem-gem?2

Nous avons vu précédemment que la perte de fonction de gem-gem2 induite en L1 a 'aide
de la lignée pilote serpent-Gald aboutissait a la formation de tumeurs mélaniques en L3. Cette
lignée pilote étant exprimée dans les différents territoires hématopoiétiques, il ne nous est pas
possible de savoir ou la fonction de ge-gem2 est requise. J’ai donc réalisé des expériences de perte
de fonction gem-gom?2 avec différentes lignées pilotes afin de cibler spécifiquement certains de ces
territoires (Tableau 4). Pour 'ensemble des lignées utilisées, les expériences go-gen2 LOF ont

été réalisées dans les mémes conditions que celles décrites en début du paragraphe.
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Tissus d’expression

A

\4

Lignée pilot Glande Détails Hemocytes Corps gras Autres tissus Phénotypes en perte de
gnee pilote lymphatique Pro- Cellules a Plasmatocvtes PS8 fonction pour gcm-gem?2
hémocytes cristaux y
serpent + ZC,ZM, CSP + + + + - Tumeurs mélaniques
gem g . . . . - Systeme nerveus, Mort en L1-1.2
cellules péritrachéales
peroxydasine + zC ? - + - - -
lozenge + zC + + - - - -
Mort en L2, tumeurs mélaniques
_ _ ? N
collagen : + + + ZCenl3 i gon” induit en 1.2
serrate + CSP - - - - . Cellgles per\ltracheales, Mort en L2
intestin, systéme nerveux
hemolectin - - + - + - - -
domeless n M i i Glandes salivaires, i
) ) intestin, trachées
Lsp2 - - - - - - Corps gras en L3 -
hemese | + (irés faible) | ZC, ZM, CSP + + + ] Glandes salivaites, ]

intestin

ZC : Zone Corticale
ZM : Zone Médullaire
CSP : Centre de Signalisation Postétrieur

Tableau 4. Tissus nécessitants la fonction de gcm-gemZ. Profil d’expression en L1 des différentes lignées pilotes utilisées pour effectuer des pertes de

fonctions conditionnelles de ge-gen2, du stade L1 a L3, a l'aide de la lignée rapporteur tub-Gal§0%,UAS-gemPN. Les phénotypes observés sont indiqués dans la

derniére colonne.
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La premiere lignée pilote utilisée fut la lignée gom-Gal4. En effet, il est logique d’exprimer
la construction g™ tout d’abord a Iaide de cette lignée pilote qui posséde un « enhancer trap »
Gal4 dans le promoteur de gez. L’induction de la perte de fonction de ge-gem2 entraine la mort
précoce des animaux. En effet, cette lignée pilote reflete le domaine d’expression de ge, c'est-a-
dire qu’elle dirige 'expression de GaM dans des lignages gliaux et neurogéniques ((Soustelle et
Giangrande, 2007b ; Soustelle et al., 2007) et résultats non montrés). La perte de fonction dans
ces tissus entraine donc la mort des larves. Si la perte de fonction go-gem2 est induite plus
tardivement (fin L.2/début L3) les animaux ne présentent pas de tumeur mélanique en fin L3

(Tableau 4).

La lignée collagen-Gal4 exprime le gene Gal4 dés L1 dans les plasmatocytes, les cellules a
cristaux et le corps gras. Lorsque linduction de gm” est réalisée a partir de L1, les larves
meurent en 1.2, Par contre, lorsque linduction de g™ débute en 1.2, quelques larves (2-3 %)
présentent des tumeurs en L3.

La lignée servate-GaM exprime le gene GaMd deés L1 dans le centre de signalisation
postérieur (CSP) de la glande lymphatique mais aussi au niveau du systeme nerveux. L’induction
du gow™ a partir de L1 entraine la mort prématurée en 1.2, probablement dt au r6le de gom-gom?2
dans le systéme nerveux. Iinduction de g™ en début 1.3 n’induit pas de phénotype et les
individus sont viables.

Parmi les autres lignées utilisées, peroxidasin-Gal4 (expression dans la ZC et dans les
plasmatocytes), lozenge-Gald (expression dans les prohémocytes et dans les cellules a cristaux),
hemolectin-Gal4  (expression dans les prohémocytes et dans les plasmatocytes), domeless-Gald
(expression dans la zone médullaire de la glande lymphatique), hemese-Ga4 (expression dans tous
les hémocytes et faiblement dans la glande lymphatique) expriment le gene Ga4 dés L1 dans

différents territoires hématopoiétiques excepté le corps gras et le CSP. Aucun phénotype n’a été

observé avec ces lignées et les animaux sont viables jusqu’au stade adulte dans tous les cas. La
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lignée Lsp2 qui exprime le gene GaM dans le corps gras mais uniquement a partir de L3 n’induit

également pas de phénotype et les animaux sont viables jusqu’au stade adulte.

L utilisation de ces lignées pilotes permet donc d’éliminer une éventuelle fonction de ge-
gem2 dans la zone corticale et dans la zone médullaire de la glande lymphatique, ainsi que dans les
hémocytes. Pour ce qui est du centre de signalisation postérieur (CSP), les lignées pilotes qui
induisent une perte de fonction pour gen-gen2 dans ce territoire sont également exprimées dans
d’autres tissus. Ceci explique la mort prématurée des larves, ce qui ne permet pas une analyse en
3. Pour finir, les trois lignées pilotes dirigeant g™ dans le corps gras sont (i) serpent-Gald qui
donne un phénotype 100 % pénétrant, (i) collagen-Ga4 ou le phénotype est variable (voir ci-
dessus) et (iii) Lsp2, une lignée pilote ne permettant qu'une perte de fonction pour ge-gem2 en
L3, qui ne donne aucun phénotype. La fonction de gez-gem2 peut donc étre requise dans le CSP

ou dans le corps gras, et ceci a un stade précoce du développement larvaire (LL1-L2).

F. Domaine d’expression de gcm et de gcm?2

1. Détermination du profil d’expression de gcm dans les tissus

hématopoiétiques aux stades post-embryonnaires

1.1. Les lignées pi¢ge a enhancer

Dans le but de déterminer le domaine d’expression de gz aux stades ou la perte de
fonction de gew-gom?2 entraine des tumeurs mélaniques en fin L3, des larves gom-Gald, UAS-mCDS
GFP, en L1-L2, ont été analysées en macroscopie a fluorescence. Le macroscope permet
d’observer de grands échantillons sans les détruire, avec de grands champs de vision et distances

de travail, le tout avec une bonne résolution. Cette approche a tout d’abord été utilisée car elle est
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Figure 50. Profil d’expression de gcm et de serpent. (A,A’;C-E) Larves enticres analysées en
microscopie a fluorescence serpent-Gald, UAS-encGEP (srp>GFP, A,A’) et gom-Gald, UAS-mCDSE GFP
(gem>GFP, C-E). A’,C’ et D’ montrent respectivement un agrandissement de la région encadrée en
A,C et D. (B) Schéma montrant I'organisation du systeme nerveux central (SNC) et de la glande
lymphatique (GL) dans une larve L1. La disposition des axes antéropostérieur (A-P) et
dorsoventral (D-V) est indiquée. (E) Coimmunomarquage GFP (vert) et DAPI (rouge) sur larve
L1 gem>GFP. (A,A’) Les larves L1 sp>GFP expriment la GFP dans la glande lymphatique
(pointillés en A’), dans le corps gras (astérisques en A’) et dans les hémocytes (tétes de fleches en
A’). (C-E) Les larves L1 gar>GFP (C,C) et L2 (D,D’) expriment la GFP dans le systéme nerveux
(SN en C), les cellules péritrachéales (fleches en C°,D’), mais également dans un groupe de cellules
localisées vers I'emplacement de la glande lymphatique (ligne interrompue C,1)). Ces cellules
correspondent a des cellules intestinales de la larve (E). Barres d’échelle en A, A’, D et D” : 50 pum,

en E:5pum.
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non invasive et permet de reconnaitre les tissus selon leur localisation et leur forme/aspect. Le
profil d’expression de la GFP a été comparé a celui de larves serpent-Gald,UAS-encGFP aux
mémes stades de développement (Figure 50). Les larves gen-Gald, UAS-mCD8 GFP expriment la
GFP dans le systtme nerveux, dans les cellules péritrachéales, ainsi que dans un groupe de
cellules localisées au méme endroit géographique que la glande lymphatique (Figure 50C°,D’).
Afin de vérifier si ces cellules correspondent bien a la glande lymphatique, les larves ont été
disséquées et il s’avere que la GEP est exprimée dans certaines cellules intestinales (Figure 50E).
De méme, aucune expression n’est observée au niveau du corps gras.

I’analyse de trois autres lignées picge a enhancer Gaé dans gom : g%, gem""*% et

g """ croisées avec une lignée rapporteur GFP, ne montrent également pas d’expression de la
GFP dans la glande lymphatique, ni dans le corps gras (résultats non montrés).

L’expression de la GFP pouvant étre faible et non visible en macroscopie, il n’est pas
possible d’étre totalement sur que goz ne soit pas exprimé dans la glande lymphatique. J’ai donc
réalisé des expériences de co-immunomarquages anti-GFP et anti-Odd Skipped, ou anti-Mes2
(deux marqueurs de la glande lymphatique) sur des larves gow-Gad,UAS-mCD8 GFP en L1. De
méme, des co-immunomarquages anti-B3-Gal et anti-Odd Skipped ou anti-Mes2 ont également

sz IR P : 7 BN N A87
été réalisés en L1 sur une autre lignée piege a enhancer : gow”

, qui exprime le gene de la B
galactosidase (B-gal) selon le profil d’expression de gow. Cependant, aucune colocalisation entre les
marqueurs de la glande lymphatique et la GFP ou la B-Gal n’a été observée (résultats non
monttés). De plus, il a été montré que la lignée gom-Gald,UAS-lacZ n’exptime pas la B-gal dans la
glande lymphatique en L3 (Bataille, 20006). Ces résultats laissent ainsi plusieurs possibilités :

- les lignées « enhancer-trap » ne refletent pas completement le profil de gez en L1,

- gem2 mais pas gew est exprimé et requis,

- ni g ni gom2 ne sont exprimés dans la glande lymphatique.
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Figure 51. Tri de cellules par cytométrie en flux a partir

de larves serpent-Gal4,UAS-encGFP. (A) Les cellules

ors issues de larves L1 serpent-Gald,UAS-encGFP sont triées afin

de séparer celles n’exprimant pas la GFP (B) des celles GFP

positives (C). L’axe des ordonnées correspond au nombre de

cellules comptées et 'axe des abscisses correspond a une

GFF-A

échelle logarithmique de lintensité de la fluorescence des
cellules. La pureté de chaque population est indiquée en

pourcentage sur le graphique.

o p
C Taille attendue en paires de | Taille attendue en paires de
bases (pb) sur ADNc bases (pb) sur ADNg
serpent 197 pb 450 pb
gem 245 pb 320 pb
gcm2 351 pb 475 pb
dpias 839 pb 1082 pb
lozenge 1224 pb 7554 pb
repo 384 pb 799 pb

Figure 52. Expérience de RT-PCR sur cellules triées par cytométrie en flux a partir de larves L1
serpent-Gal4,UAS-encGFP. La RT-PCR a été réalisée a partir de cellules exprimant serpent (A, spr") ou non
(B, s1p). Les différents couples d’amorces correspondant aux genes serpent, gem, gem?2, dpias, lozenge et repo ont été
choisis de part et d’autre d’un intron afin de visualiser une différence de taille dans amplification par PCR
selon si celle-ci a lieue a partir de PADN complémentaire (ADNc) ou de PADN génomique (ADNg) et ont été
contrélées en réalisant une PCR sur une banque ’ADNc (non montré). Le tableau en (C) donne les tailles
attendues. (A) Les cellules GFP positives expriment serpent, gem, dpias, lozenge et repo (A), tandis que les cellules
non GFP n’expriment que g et dpias. gem2 n’est pas détecté dans les deux populations de cellules. La téte de

fleche en B indique une amplification de la séquence d’ADN génomique de serpent.
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1.2. Approche par RT-PCR sur cellules serpent positives

Etant donné la difficulté a réaliser des immunomarquages sur des larves L1, j’ai entrepris
de réaliser des expériences de RT-PCR sur des cellules exprimant serpent (ﬂp+). Dans ce but, des
cellules provenant de larves L1 serpent-Gald,UAS-encGFP ont été dissociées et triées par
cytométrie en flux (Figure 51). Les cellules 577>+ ont ¢été séparées des cellules n’exprimant pas
serpent (spr-) puis des expériences de RT-PCR ont été réalisées afin de mettre en évidence
Pexpression des genes serpent (controle), gem, gem?2, dpias, lozenge (exprimé dans les précurseurs des
cellules a cristaux et dans les cellules a cristaux matures) et 7epo (marqueur des cellules gliales)
(Figure 52). Ces expériences (tri de cellules suivi de la RT-PCR) ont été réalisées plusieurs fois et
ont donné toujours le méme résultat.

Comme attendu, les cellules ;;7>+ expriment serpent et lozenge. En effet, la lignée pilote
serpent-Gal4 reflete le domaine d’expression de s7p et les cellules exprimant /& coexpriment s7p
(Bataille et al., 2005). De méme, dpias est exprimé dans les cellules Jpr+, ce qui est en accord avec
le fait que la voie de signalisation JAK/STAT prend siege dans la zone médullaire de la glande
lymphatique (Krzemien et al., 2007) ainsi que dans le corps gras en cas de réponse immunitaire
humorale (Agaisse et al., 2003). Les cellules s7p~ quant a elles n’expriment ni serpent ni Jogenge mais
expriment dpias. Ceci est en accord avec 'observation que dpias controle la voie JAIKK/STAT, une
cascade impliquée dans de nombreux processus développementaux (Luo et Dearolf, 2001). Par
contre, repo a été détecté, avec deux couples d’amorces différents, dans les cellules Jpr+ et non
dans les s7p~ alors que ce gene est exprimé uniquement dans les cellules gliales, cellules exclues du
domaine serpent. 11 semble donc que, malgré la qualité de la séparation des cellules, (les cellules
ﬂp+ étant pures 2 plus de 92 % et les s7p a 100 % ; Figure 51) on ne peut exclure une
contamination des cellules 57" par des cellules exptimant 7¢po, cependant ceci n’explique pas le
fait que repo ne soit pas détecté dans les s7p~. Un immunomarquage anti-Repo sur les cellules 57"

et s7p~ permettra de vérifier si Repo est bien présent dans les cellules s7p" et non dans les s
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Odd-Skipped ARNm gcm Odd-Skipped/gcm

Figure 53. gcm n’est pas exprimé dans la glande de la lymphe durant Pembryogenese. (A-D)

Immunomarquage Odd-Skipped (B) et hybridation 7 situ gemr (C) sur des embryons sauvages au stade
16. (A) montre une projection partielle de 'embryon. La zone encadrée correspond au grossissement
en (B-D). (D) montre simultanément les deux marquages. (E-H) Co-immunomarquage Odd-Skipped
(F) et B-Gal (G) sur des embryons g7 au stade 16. (E) montre une projection partielle de
Iembryon. La zone encadrée correspond au grossissement en (F-H). (H) montre simultanément les
deux marquages. Aucune expression de gz ou de B-Gal n’est détectée dans la glande lymphatique
(entourée de pointillés). Le fait que des cellules en dehors de la glande lymphatique expriment ge ou la
B-Gal indique que le double marquage a marché. On peut noter en H la présence d’une fausse

colocalisation due a la projection des différents plans. Barres d’échelle 25 pm.
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Quant aux genes d'intéréts gow et g2, on peut voir que gew est exprimé dans les cellules N])+, ce
qui est en accord avec le phénotype gom-gom2 LOF, mais on ne peut pas exclure une
contamination par des cellules gliales du pool s7p~ étant donné les résultats obtenus pour rgpo.
gem2 n’est lui jamais détecté dans les deux populations de cellules, et ce avec 8 couples d’amorces

différents ce qui peut s’expliquer par un niveau d’expression de ce gene tres faible.

2. gcmn’est pas exprimé dans la glande lymphatique embryonnaire

De nombreux genes exprimés dans la glande lymphatique au cours de la vie larvaire le
sont également en fin d’embryogenese. J’ai donc vérifié si gz est exprimé dans la glande
lymphatique embryonnaire, en réalisant un double marquage par immunohistochimie avec
I'anticorps anti-Odd-Skipped, qui permet de visualiser la glande lymphatique, et hybridation 7 situ
gem sur des embryons sauvages (Figure 53A). Aucune colocalisation entre ’ARNm de goz et
Odd-Skipped n’est observée dans la glande lymphatique, et ceci a différents stades de
développement.

Dans le but de confirmer ce résultat, j’ai également réalisé des co-immunomarquages

rA87

Odd-Skipped et B-gal sur des embryons g/ (Figure 53B). Cette expérience a permis de
confirmer que goz n’est pas exprimé dans la glande lymphatique embryonnaire.

Etant donné que lexpression de goz n’a pu étre mise en évidence dans la glande
lymphatique, I’étude du profil d’expression de gmz2 n’a pas été vérifie. En effet, i a
précédemment été montré que gez2 est exprimé selon un profil d’expression similaire a celui de

gem, mals que son niveau d’expression est nettement plus faible (Kammerer et Giangrande, 2001 ;

Alfonso et Jones, 2002).
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Phalloidine/
Phalloidine GFP/DAPI

Controdle

gcm>GFP

Phalloidine/

Figure 54. gcm n’est pas exprimé dans les hémocytes aprés parasitage par Leptopilina
boulardi. (A-H) Co-immunomarquage Phalloidine (rouge), GFP (vert) et DAPI (bleu) sutr
hémocytes de larves L3 UAS-»CDS GFP (Controle en A-D) et gom-Galt,UAS-mCD8 GFP
(@em>GFP en E-H) parasitées en L2 par Leptopilina bounlardi. (I-P) Co-immunomarquage
Phalloidine (rouge), B-Gal (vert) et DAPI (bleu) sur hémocytes de larves L3 sauvages (I-L) et
g% (1-P) parasitées en L2 par Leptopilina boulardi. (D,H,L,P) montre simultanément les trois

marquages. Aucune induction de 'expression de la GFP ou de la B-gal n’est observée. Barres

d’échelle en A1 : 25 um.
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G. Analyse des lignées gcm-Gald, UAS-encGFP et gcm™” parasitées par

Leptopilina boulardi

Etant donné mes difficultés a mettre en évidence le domaine d’expression de ge, j’ai
voulu vérifier si 'expression de gez est induite en cas de parasitage par la guépe Leptopilina boulardi.
Des larves gon-Gald,UAS-mCDS GFP ou gen/™, permettant de suivre expression de gow, ont
donc été parasitées en 1.2 puis analysées aprés 48h. Des immunomarquages anti-GFP ou anti-f3-
gal ont été réalisés sur les hémocytes circulants (Figure 54) ainsi que sur des dissections des
larves parasitées (résultats non montrés). Cependant, aucune induction de Pexpression de gz n’a

pu étre mis évidence dans les animaux parasités.

Cette étude, qui est actuellement en cours, a permis de mettre en évidence un réle pour
gem au cours de ’hématopoiese larvaire. Tout d’abord il a été mis en évidence dpias interagit avec
Gcem chez la levure, cette interaction devra étre confirmée par des expériences de GST pull down
ou par des expériences de coimmunoprécipitation. Dans cette optique, une protéine dpias
étiquetée avec HA est en construction. La perte de fonction de gewz-gem2, tout comme celle de
dpias, induit des tumeurs mélaniques en fin de vie larvaire, ce qui sous-entend que ces deux
protéines interviennent dans des processus semblables au cours de la vie larvaire. Afin de mettre
en évidence les relations d’épistasie entre gewz et dpias, un recombinant entre un allele mutant pour
ge et un allele mutant pour dpzas est en cours de réalisation. Cette lignée, permettra de se mettre
en conditions transhétérozygote mutant pour dpias et hétérozygote pour gen. Les lignées
permettant de réaliser des clones mutants pour genz-gen2 sont également en cours de construction.

Ce phénotype de tumeurs mélanique induit par la perte de fonction de gow-gom2 requiert hop, ce
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qui sous-entend que ge est en amont de la voie de signalisation JAK/STAT. 1l serait également
intéressant de réaliser des gains de fonction conditionnels pour cette voie de signalisation afin de
déterminer dans quel tissu 'activation de cette voie aboutit a la formation de lamellocytes. Les
expériences de gain de fonction pour gez ou gez2 induit une perte des cellules a cristaux matures,
comme observé précédemment (Lebestky et al., 2000). Ces animaux ne possedent plus de corps
gras, ce qui peut résulter d’une transformation de ces cellules en un autre type cellulaire ou d’une
¢limination de celles-ci par 'organisme. 1l serait intéressant de parasiter ces animaux expriment
ectopiquement gezz ou gez2 afin de voir s’ils sont toujours capables d’induire la différenciation des

lamellocytes.
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Les genes gom et gem2 ont été identifiés chez la drosophile pour leur role de déterminants
gliaux au cours de 'embryogenese, d’ou leur nom, glial cell deficient/ glial cells missing (Hosoya et al.,
1995 ; Jones et al., 1995 ; Vincent et al., 1996). Ces deux genes sont également connus pour leur
role de pivot entre le destin plasmatocytaire et cellules a cristaux durant Phématopoicse
embryonnaire (Bernardoni et al., 1997 ; Lebestky et al., 2000 ; Alfonso et Jones, 2002 ; Bataille et

al., 2005).

I. La différenciation terminale des cellules tendon embryonnaire nécessite le complexe

gem-gem?2

Durant la premicre partie de ma thése, nous avons tout d’abord montré que gz et g2
sont coexprimés dans une sous population de cellules tendon embryonnaires, celles en bord de
segment attachant les muscles longitudinaux. Ces cellules tendon sont donc différentes des
cellules tendon intrasegmentaires attachant les muscles transversaux latéraux et les genes gomz-gem2
constituent donc un nouveau marqueur de ces cellules. De méme, les genes ge-gom2 ne sont pas
exprimés dans les cellules tendon de P'adulte, ce qui signifie que celles-ci sont différentes de celles
présentes chez Pembryon.

Nous avons montré qu’en I'absence de gow-gom2, les muscles présentent des défauts
d’organisation car les muscles et les cellules tendon sont incapables de former un site
d’attachement fonctionnel ce qui est mis en évidence par le fait que les jonctions hémiadhérentes
sont anormales. Ce défaut de différenciation terminale des cellules tendon conduit a des défauts
de locomotion chez la larve.

Dans le but d’identifier les genes impliqués dans la cascade gez, nous avons recherché des
mutants présentant des phénotypes semblables a ceux observés en perte de fonction pour go-

gem2 au niveau des jonctions hémiadhérentes entre les muscles et les cellules tendon.

-111 -



DISCUSSION

Chez la souris, comme chez la drosophile, les jonctions myotendineuses présentent des
interdigitations qui servent a augmenter la superficie de l'attachement entre la fibre musculaire et
le tissu connectif du tendon. Une réduction de ces interdigitations a été mis en évidence chez les
souris doublement déficientes pour la dystrophin et wutrophin (Deconinck et al., 1997). Chez la
drosophile il existe un homologue a ce gene, également nommé dystrophin. Ce gene code pour
plusieurs isoformes qui sont exprimées de facon prédominante dans le systeme nerveux, les
muscles et les cellules tendon (Neuman et al., 2001 ; Dekkers et al., 2004 ; Neuman et al., 2005).
Lors de ma thése j’ai mis en évidence que go est suffisant pour induire Pexpression du geéne
dystrophin dans les cellules tendon. En effet, Pexpression ectopique de gez dans ’épiderme induit
Iexpression ectopique de dystrophin. Tres récemment, il a été mis en évidence que la perte de
fonction, depuis 'embryogenese, de I'isoforme exprimée dans le muscle, a I'aide d'un ARN
interférent, induit une dégénération musculaire progressive chez la larve et chez 'adulte mais
n’induit pas de phénotype au niveau de l'attachement musculaire (van der Plas et al., 2007). 1I
serait donc tres intéressant d’explorer plus en détails le role de I'isoforme spécifique aux cellules
tendon et plus particulicrement au niveau des jonctions hémiadhérentes de la drosophile. Afin
d’éliminer I'isoforme spécifique des cellules tendon, il serait intéressant de construire un ARN
interférent spécifique a cet isoforme. Cet outil permettrait d’identifier le réle de cette isoforme
dans la formation des jonctions hémiadhérentes entre les muscles et les cellules tendon. De
méme, l'utilisation d’un anticorps anti-Dystrophin permettrait de vérifier si g est nécessaire a
Pexpression de dystrophin dans les cellules tendon, car le niveau de résolution de mes expériences
d’hybridation 7z situ pour PARNm dytrophin ne me permettent pas de conclure quant a
Pexpression ou non de ce gene en contexte perte de fonction pour gewz-gem2.

Trés récemment, il a été mis en évidence un nouveau composé de la matrice
extracellulaire (MEC), Thrombospondin, qui fait partie d’une famille de protéines de la MEC qui
dirigent des interactions cellule/cellule et des interactions matrice/cellule en se liant a des

récepteurs de la membrane plasmique, des protéines de la MEC et des cytokines (Lawler, 2000 ;
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Adams, 2001). Thrombospondin est produit spécifiquement par les cellules tendon en bord de
segment, et est essentiel pour la formation des jonctions cellules tendon/muscle dépendantes des
intégrines (Chanana et al., 2007 ; Subramanian et al., 2007). Le gene #hrombospondin est exprimé
tout au long du développement embryonnaire des cellules tendon (Chanana et al., 2007). Son
expression précoce est sous controle des informations de position alors que son expression dans
les cellules tendon matures est induite par s#7jpe (Chanana et al., 2007). De facon tres intéressante,
les embryons mutants pour le géne thrombospondin ne montrent pas de phénotype musculaires
jusqu’au stade 16, mais dés que les premicres contractions musculaires ont lieu, les muscles se
détachent de leurs cellules tendon (Chanana et al., 2007) et ont ensuite tendance a s’attacher a
leur muscle voisin (Subramanian et al., 2007). Ces phénotypes ressemblent a ceux observés chez
les embryons gemz-gem2. 11 serait donc tres intéressant de vérifier si thrombospondin est également une
cible du complexe gez-gem2 ce qui permettrait de mieux comprendre la contribution des voies de
signalisation de s#ipe et du complexe gon-gem2 dans la différenciation terminale des cellules
tendon.

La mise en place d’un attachement solide entre un muscle et sa cellule tendon est I’étape
la plus critique dans le développement des sites d’attachement musculaires. Nous avons montré
qu’un défaut a cette étape peut entrainer des défauts d’attachement, mais il est également possible
d’observer un détachement musculaire a la premiere tension, comme chez les embryons mutants
pout mzyospheroid qui ne possédent plus de sous unité intégrine BPS (MacKrell et al., 1988 ; Leptin
et al., 1989), ou encore une élongation de la cellule tendon. Par exemple, un géne cible de szripe,
shortstop, code pour une protéine de la famille des Plakins qui forme un complexe protéique avec
les protéines EB1/ACP1 qui sont associées a la fin «+» des microtubules en extension
(Subramanian et al., 2003). Il a été mis en évidence qu’en perte de fonction pour shorstop,
EB1/ACP1 se dissocie de la jonction cellule tendon/muscle ce qui entraine une diminution de la
résistance de la cellule tendon au stress mécanique, qui a pour effet d’allonger la cellule tendon

(Subramanian et al., 2003). Cependant, chez les embryons shorstop, 'association entre la cellule
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tendon et le muscle n’est pas affectée car les muscles sont toujours attachés ce qui suggere que
d’autres voies moléculaires participent a I'attachement. Les deux voies de signalisation stripe/gon
semblent donc participer a différents aspects de la différenciation terminale des cellules tendon et

de 'attachement aux muscles.

Chez les embryons gom-gem?2, les marqueurs spécifiques des cellules tendon, dont stripe,
sont toujours exprimés. L’identification de E#z2 montre que le complexe gon-gen2 contrdle une
nouvelle cascade moléculaire requise dans la différenciation terminale des cellules tendon et dans
les interactions muscles/cellules tendon. Bien que s#pe a été mis en évidence comme le
déterminant du destin cellule tendon (Lee et al., 1995 ; Frommer et al., 1996), son expression
persiste jusqu’a la fin de 'embryogenése, ce qui suggere un role additionnel plus tardif. Ceci est
confirmé par 'observation que la perte de fonction précoce de stripe, a I'aide d’une approche
dominant négatif, induit un phénotype de détachement des muscles, alors que la perte de
fonction a un stade ultérieur du développement induit le méme phénotype que chez les embryons
gem-ge2 au niveaux des muscles longitudinaux ventraux qui dépassent leur cellule tendon cible
(Vorbruggen et Jackle, 1997). gem-gom2 et stripe sont donc nécessaires pour la différenciation
terminale des cellules tendon et agissent probablement via des cibles communes, comme a/en. 11
serait donc également intéressant de vérifier si le gene dystrophin constitue également une cible de
stripe. Les voies de signalisation strjpe et gem semblent réguler des aspects différents de
l'attachement des muscles aux cellules tendon, ceci probablement via leurs génes cibles différents
(i.e. Ent2 pour gem, shortstop pour stripe), et participent également a des aspects semblables de la
différenciation terminale des cellules tendon probablement via des genes cibles communs. 11 peut
donc étre supposé qu’en fin d’embryogencse ces deux voies de signalisation convergent a

nouveau, via dystrophin et thrombospondin.
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Cette premicre étude a donc permis de mettre en évidence un nouveau réle du complexe
gem au cours de 'embryogenése. Pour la premiere fois, ce complexe n’a pas un role de choix de
destin cellulaire mais est impliqué dans la différenciation terminale d’un tissu. Ceci peut
s’expliquer par le fait que 'expression de ge-gem?2 est transitoire dans les précurseurs du systeme
nerveux et des hémocytes alors que leurs transcrits sont présents dans les cellules tendon jusqu’a

la fin de 'embryogenese.

La matrice extracellulaire présente au niveau des jonctions hémiadhérentes cellules
tendon/muscles chez la drosophile est trés proche de celle présente au niveau des jonctions
myotendineuses des vertébrés (Benjamin et Ralphs, 1997 ; Brown, 2000). Lors de prochaines
¢tudes chez les vertébrés il serait intéressant de regarder si les orthologues de gz sont exprimés

au niveau du cartilage.

II. L’interaction entre le déterminant glial Gem et Huckebein spécifie un sous type glial

Un systeme nerveux fonctionnel nécessite différents types de cellules gliales ayant des
fonctions particulieres (Ito et al.,, 1995 ; Bossing et al., 1996b ; Schmidt et al., 1997 ; Rowitch,
2004 ; Soustelle et Giangrande, 2004). Chez la drosophile, le déterminant glial gez est connu
depuis longtemps mais les mécanismes moléculaires permettant la spécification des sous types
gliaux chez la drosophile étaient jusqu’au début de ma thése totalement inconnus. Pour les
neurones, la diversité cellulaire est générée par la combinaison de facteurs de type bHLH distincts
qui vont induire Pexpression de genes cibles dans une cellule (Skeath, 1999 ; Bertrand et al.,
2002). Dans le cas de la glie, la question se posait de savoir si le déterminant glial participe ou non
a la spécification des sous types de glie ou si des voies de signalisations paralléles étaient

impliquées.
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Lors de ma these, jai participé a I'étude qui a mis en évidence un mécanisme
d’autorégulation de Gem controlé par Huckebein (Hkb), conduisant a la spécification du sous-
type gliale subperineurale (SPG) dans le lighage du neuroglioblaste 1-1 Abdominal (NGB1-1A).
Dans ce lignage, la protéine nucléaire Hkb interagit directement avec Gem et augmente affinité
de Gem pour ses sites de liaison a PADN, mais n’active pas la transcription bien qu’il se fixe a
PADN. Linteraction Gem-Hkb permet une maintenance de Pexpression de goz a de hauts
niveaux ce qui induit la spécification des cellules gliales en type SPG.

Lors de la recherche des cibles de Gem, il a été mis en évidence des genes exprimés dans
des sous-types gliaux spécifiques (Freeman et al., 2003 ; Altenhein et al., 20006). L’expression de
ces genes nécessite gz alors que gem seul n’est pas suffisant pour induire leur expression
(Freeman et al., 2003 ; Altenhein et al., 2000), il existe donc certainement d’autres cofacteurs
lignages spécifiques. A la vue de tous ces résultats, il peut étre supposé que la spécification des
différents sous-types de glie au cours de 'embryogenese agit via g et des cofacteurs lignages
spécifiques, le déterminant glial étant au carrefour de ce processus. Il serait intéressant, parmi les
genes cibles de Gem identifiés au cours des cribles puce a ADN, de vérifier si certains sont

spécifiques du lignage NGB1-1A.

III. Neuronal cells missing : un rdle conservé au cours de I’évolution

Lorsque j’ai débuté ma thése, le role des genes gz aux stades post-embryonnaires était
peu connu. Cependant nous savions que des cellules gliales étaient générées de novo aux stades
post-embryonnaires (Pereanu et al., 2005) et que go présente un role gliogénique conservé au
niveau du SNP adulte (Van De Bor et al., 2000). II était donc supposé que gez induit également le
destin glial aux stades post-embryonnaires.

Nous avons en effet montré que la perte de fonction de gow-gon2 induite aprés

I’embryogencse induit une perte de glie dans les lobes optiques et dans la corde ventrale (Yoshida
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et al., 2005 ; Soustelle et Giangrande, 2007b ; Soustelle et al., 2007), comme il a également été
montré par I'équipe du Dr Salecker (Chotard et al., 2005). Durant le développement post-
embryonnaire, il a été mis en évidence que go et g2 agissent de facon redondante pour induire
de la différenciation gliale dans le systeme visuel (Chotard et al., 2005), ce qui est en accord avec
le fait que ces deux génes sont exprimés a un niveau comparable dans le SNC de la larve
(Chotard et al., 2005 ; Soustelle et al., 2007). Le niveau d’expression de gezz2 équivalent a celui de
gom et le fait que gow et gem? sont nécessaires lors du développement post-embryonnaire,
constituent ainsi une différence avec la gliogenése embryonnaire ou seul g est requis.

De fagon tres surprenante, ces études ont permis de mettre en évidence un réle pour ces
genes dans la différenciation de populations neuronales spécifiques (Chotard et al., 2005 ;
Yoshida et al,, 2005 ; Soustelle et al., 2007). En effet, gom et gon2 sont exprimés dans les
précurseurs neuronaux de la lamina (Chotard et al., 2005 ; Yoshida et al., 2005 ; Soustelle et al.,
2007) ainsi que dans quatre groupes d’interneurones nouvellement identifiés dans le cerveau
(Soustelle et al., 2007). Il a été mis en évidence qu’en I'absence de go et de g2, les précurseurs
neuronaux de la lamina (LPCs) n’arrivent pas a se diviser correctement et la différenciation
neuronale est bloquée (Chotard et al., 2005 ; Yoshida et al., 2005 ; Soustelle et al., 2007). De
méme, les groupes d’interneurones dans le cerveau ne se différencient pas en I'absence de
Pactivité de Gem (Soustelle et al., 2007). De facon intéressante, ces neurones qui dépendent de
Gcem proviennent de précurseurs neuronaux purs ce qui indique que le role de choix de destin
cellulaire n’est pas impliqué dans ce processus. Par ailleurs, 'expression ectopique de gez ou de
gem2 dans les disques imaginaux est suffisante pour induire la formation de neurones ectopiques
(Soustelle et al., 2007), confirmant ce potentiel neurogénique. L’expression ectopique de goz ou
de gen2 dans les lobes optiques ou dans la corde ventrale induit uniquement de la glie ectopique.
Cependant, un marqueur spécifique des neurones exprimant gz n’ayant pas encore été mis en

évidence, nous ne disposons que du marqueur pan-neuronal Elav qui marque tous les neurones.
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11 est donc possible que expression ectopique de gez ou de ge2 induit des neurones ectopiques
mais en faible quantité et que ceux-ci n’aient pas pu étre mis en évidence.

La plupart des genes impliqués dans le développement chez la drosophile sont conservés
au cours de I’évolution, il en est de méme pour les genes gz (voir INTRODUCTION — 1V).
Jusqu’a présent, un potentiel role gliogénique des orthologues de go-gom2 est toujours
controversé¢ (Hashemolhosseini et Wegner, 2004). Cependant, I'identification de ce nouveau role
neurogénique chez la drosophile nous a poussé a revisiter le role des genes ge chez les vertébrés.
L’étude des orthologues ¢-GCM chez le poulet a permis de mettre en évidence un role purement
neurogénique pour +GCMT7 au cours du développement embryonnaire de la moelle épinicre
(Soustelle et al., 2007).

Par ailleurs, un rdle gliogénique pour ~GCM7 ne peut pas étre exclut apres
I'embryogenese. En effet, chez les vertébrés la gliogenése persiste longtemps apres qu’ait eu lieu
la neurogenese. De plus, il a été mis en évidence chez la souris que la génération des astrocytes
peut persister durant toute la vie (Altman, 1966 ; Sturrock, 1982).

Ces résultats surprenants entrainent de nouvelles questions sur les mécanismes cellulaires
et moléculaires de la différenciation gliale. En effet, «GCMT7 n’est pas impliqué dans un choix de
destin cellulaire entre neurone et glie, de la méme facon que les génes goz dans le SNC post-
embryonnaire ou il n’existe pas de précurseur glial-neuronal (Soustelle et Giangrande, 2007a). De
facon intéressante, contrairement aux genes g et gom2 chez la drosophile qui agissent de facon
redondante pour induire de la neurogenese aux stades post-embryonnaires, les génes «-GCMT et ¢
GCM?2 ne sont pas coexprimés dans la moelle épinicre ce qui exclut un role redondant de ces
genes dans ce tissu.

Les résultats d’expériences réalisées 7 vitro peuvent nous aider dans la compréhension du
role des genes gez durant ’évolution. Nous avons, en effet, mis en évidence que la transfection de
cellules HelLa avec des vecteurs d’expression contenant les genes gow, ¢-GCMT1, m-GCMT et m-

GCM?2 induit dans la méme cellule des marqueurs gliaux (GFAP) et neuronaux (Tujl). Ces
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résultats indiquent que le potentiel neurogénique et gliogénique des genes gz sont conservés
entre les différentes especes, et que ce potentiel dépend du contexte cellulaire, c'est-a-dire
probablement de la présence ou non de cofacteurs spécifiques.

Bien que de nombreux arguments sont en faveur d’un role gliogénique des genes gez chez
les vertébrés (voir INTRODUCTION — 1V), et a la vue de ce nouveau role neurogénique, il
serait intéressant de déterminer a nouveau et de fagon plus critique le profil d’expression de ces
genes dans le systéme nerveux des vertébrés et de surcroit vérifier la présence ou non de

phénotypes neurogéniques chez les animaux mutants pertes de fonction pour GCMT et GCM2.

IV. Régulation de ’activité de Gecm via des cofacteurs

Les études réalisées sur les genes g suggerent lexistence de cofacteurs cellules
spécifiques. Tout d’abord, lors de I’étude réalisée dans le laboratoire par le Dr Miller (Miller et al.,
1998), qui a démontré I'existence d’une autorégulation positive de Gem lors de la gliogeneése, il a
¢té mis en évidence que 'autorégulation de ge nécessite la présence de cofacteurs « positifs » ou
I'absence de cofacteurs « négatifs », tissus spécifiques. Ceci a été démontré a I'aide de la lignée
g™ ou le geéne lacZ, codant pour la B-galactosidase (3-gal), est sous controle des séquences
régulatrices de gez (Hosoya et al., 1995 ; Jones et al., 1995 ; Vincent et al., 19906). Il a été mis en
évidence que Pexpression ectopique de ge, en contexte gew/™| induit I'expression ectopique de la
-gal lorsque celle-ci a lieu dans la région neurogénique. Dans ce cas, il peut étre observé une
colocalisation entre le marqueur glial Repo et la 3-gal ce qui indique que I'autorégulation de gew a
lieu également dans les cellules gliales ectopiques. Quant a elle, 'expression ectopique de goz dans
le mésoderme induit également des cellules gliales ectopiques, cependant, 'autorégulation de gz

n’a pas lieu du tout. En effet, trés peu de cellules exprimant ectopiquement goz présentent une

colocalisation entre Repo et la 3-gal.
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De la méme fagon, les études précédentes ont montré que Gem a plusieurs potentiels
mais jamais dans la méme cellule. En effet, Gem est capable d’induire la différenciation de
cellules gliales ou de plasmatocytes durant I'embryogenese (voir INTRODUCTION — II et III).
De méme, lors de notre étude sur le role du complexe ge-gen2 dans les cellules tendon, nous
avons mis en évidence que I'expression ectopique de gz peut induire 'expression de marqueurs
gliaux ou de cellules tendon mais de facon exclusive (Soustelle et al., 2004). Un phénomene
identique peut étre observé lorsque gz ou gom2 sont exprimés de fagon ectopique a des stades
post-embryonnaires ou ils induisent de la glie et des neurones ectopiques. De plus, il a été mis en
évidence l'existence de genes cibles gom-gom2 spécifiques a un type cellulaire particulier, par
exemple, le géne akap200 qui est une cible directe de gz est exprimé dans les cellules gliales et
dans les hémocytes (Freeman et al., 2003), alors que rgpo est un gene cible de go spécifique a la
glie. Tous ces résultats suggerent la présence de cofacteurs spécifiques qui vont dicter un role
particulier 2 Gem, comme par exemple le tandem Hkb-Gem qui permet la spécification d’un
sous-type glial particulier (De Iaco et al., 2000).

De maniere analogue, chez les vertébrés, il a été montré que m-GCMI1 interagit avec le
facteur de transcription a homéodomaine Pitx2 (Schubert et al., 2004). Cette interaction a lieu via
le domaine de liaison 2 PADN de m-GCM]1, domaine trés fortement conservé dans la famille
Gem. 11 a été mis en évidence que l'interaction m-GCM1-Pitx2 favorise la fixation de chaque
facteur de transcription a leur domaine de liaison a TADN respectifs (Schubert et al., 2004). Ce
mécanisme, met le point sur un autre mode d’action de la spécificité engendrée par 'interaction
de Gem avec un cofacteur cellule spécifique. Un homologue de Pitx2 a été mis en évidence chez
la drosophile, Ptx1 (Vorbruggen et al., 1997). De facon intéressante, Pexpression de Ptx1 a été
mise en évidence dans les neurones durant 'embryogenese (Vorbruggen et al., 1997). Son
identification récente lors d’un crible perte de fonction, a 'aide d’ARN interférents, réalisé dans le
but d’identifier des facteurs de transcription impliqués dans la morphogenese des dendrites des

neurones sensoriels (Parrish et al.,, 2000), laisse supposer qu’il est également exprimé dans les
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neurones aux stades post-embryonnaires. A la vue du nouveau réle neurogénique de ge chez la
drosophile, il pourrait étre intéressant de regarder si une interaction entre Ptx1 et Gem a lieu et si
ces deux protéines sont exprimées dans les mémes neurones, quel est le réle physiologique d’une
telle interaction.

De facon intéressante, une étude récente vient de mettre en évidence chez la souris que le
développement de la glande parathyroide, qui dépend de 7-GCM2, présente des ressemblances
avec les précurseurs gliaux des vertébrés (Kameda, 2007). En effet, lors de son développement, la
glande parathyroide exprime les marqueurs gliaux S100 (astrocytes) et p75NTR (récepteur a la
neurotrophine ; microglie/macrophage). D’autres marqueurs gliaux, comme GFAP, Sox10
(précurseurs des oligodendrocytes), Vimentin (glie radiale) et Nestin (précurseurs gliaux et
neuronaux), ainsi que les marqueurs des précurseurs neuronaux comme Neurofilament 160 et
Tujl ne sont par contre jamais exprimés dans la glande parathyroide suggérant la présence d’un

cofacteur commun entre la glie et la parathyroide au cours de développement.

Toutes ces observations m’ont poussé a réaliser un crible double hybride afin d’identifier
les potentiels cofacteurs de Gem. La technique du double hybride est idéale pour cribler des
banques d’expression dans le but d’identifier de nouvelles interactions protéine/protéine. De
plus, son avantage majeur réside dans le fait que lorsque I’appat interagit avec une proie inconnue,
Iidentification de celle-ci via son ADNc est trés rapide. Lors de ce crible double hybride chez la
levure, différents types de cofacteurs tres intéressants ont été identifiés. La compréhension du
mode d’action de Gem par I’étude de ses cofacteurs représente un potentiel tres important. Par
exemple, I’étude des transporteurs Karyopherin-01 et Pendulin, ainsi que de la protéine Uba2 qui
est impliquée dans les processus de sumoylation, permettra de mieux appréhender la régulation
de la fonction de Gem.

Il pourrait étre intéressant de réaliser un crible a I'aide de la technique « Tandem Affinity

Purification » qui permet la purification de complexes protéiques sous leur forme native (Puig et
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al., 2001). Cette méthode repose sur l'utilisation d'une étiquette constituée des deux domaines
d'affinité CBP et Protéine A séparés par un site de clivage par la protéase TEV. La protéine
recombinante est produite proche de son niveau naturel dans l'organisme d'intérét. On obtient
ainsi apres purification un complexe qui correspond a 1'état physiologique dans l'organisme
¢tudié. Le complexe peut étre analysé par spectrométrie de masse afin de déterminer ses

différents constituants ou bien étre utilisé pour des études fonctionnelles.

L’utilisation de cofacteurs cellules spécifiques afin de controler dans I'espace et dans le
temps ou de moduler I'activité d’un facteur de transcription maitre est un mécanisme conservé au
cours de ’évolution. Par exemple, les membres de la famille de Mef2 (Myocyte enhancer factor 2)
qui sont des facteurs de transcription a domaine MADS ne peuvent pas induire la myogenese
dans les fibroblastes (Molkentin et al., 1995). Cependant, lorsqu’ils sont coexprimés avec les
protéines myogéniques bHLH ils peuvent induire la myogenese ce qui n’est jamais observé avec
les protéines myogéniques bHLH seules. Cette coopération requicre une interaction directe entre
le domaine de liaison 2 TADN de Mef2 et les facteurs myogéniques bHLLH. Cependant, seul le
DBD d’une protéine est nécessaire et seul le domaine de transactivation de lautre protéine est
requis. Cette interaction permet au facteur d’activer la transcription a travers ses séquences cibles
spécifiques, et représente un mécanisme indirect d’activation de I'expression de genes a travers
des interactions protéines/protéines de facteurs de transcription de catégories différentes

(Molkentin et al., 1995).

V. Réle de Gecm au cours de ’hématopoi¢se post-embryonnaire

Durant la derniere partie de ma these, jai abordé le role de Gem dans ’hématopoiese

post-embryonnaire. Lors de cette étude, qui est toujours en cours, j’ai tout d’abord mis en

évidence que la perte de fonction de geom-gem2 dans les tetritoires hématopoiétiques, c'est-a-dire la
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plasmatocytes
cellules a cristaux

lamellocytes
plasmatocytes
cellules a cristaux

(Euf de parasite

Adapté de Krzemien et al. 2007

Figure 55. Mod¢le I’hématopoiése larvaire. (A) En L3, en conditions sauvages, le centre de
signalisation postérieur (CSP) agit de fagon non autonome cellulaire pour maintenir la voie de
signalisation JAK/STAT dans la zone médullaire. L’activité de la voie de signalisation JAK/STAT
est requise pour empécher la différenciation prématurée des prohémocytes (précurseurs
multipotents) en plasmatocytes et en cellules a cristaux. (B) En cas de parasitage, un signal émis par
les plasmatocytes circulants et percu soit via le CSP (signal 1) ou directement par les prohémocytes

(signal 2), et il peut étre observé la différenciation de lamellocytes.
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glande lymphatique, les hémocytes circulants et sessiles, ainsi que le corps gras, induit la
formation de tumeurs mélaniques, de la méme facon que la perte de fonction de dpias. Ces
tumeurs mélaniques correspondent a des agrégats d’hémocytes, et elles sont plus particulicrement
dues a la présence d’une quantité massive de lamellocytes dans 'hémolymphe. Les lamellocytes,
qui sont normalement induits suite a un parasitisme, peuvent ¢tre retrouvés chez les larves dont
’homéostasie hémocytaire est altérée (voir INTRODUCTION — 1V). Il a été récemment décrit
que le centre de signalisation postérieur (CSP) de la glande lymphatique est essentiel a cette
homéostasie dans la larve saine (Krzemien et al., 2007 ; Mandal et al.,, 2007). Pour ceci, une
communication entre le CSP et les précurseurs hémocytaires de la glande lymphatique est cruciale
et nécessite différents aspects. En effet, il a été mis en évidence que expression de collier dans le
CSP est nécessaire au controle de la balance entre le « pool » de précurseurs multipotents et le
« pool » d’hémocytes différenciés. Le mécanisme de ce contrle passe par l'activation de la voie
de signalisation hop/Stat92E (JAK/STAT) dans les prohémocytes de la zone médullaire, qui
bloque leur différenciation prématurée (Figure 55) (Krzemien et al, 2007). Ces cellules
conservent ainsi leur caractere multipotent qui est nécessaire a leur différenciation en lamellocytes
en réponse au parasitisme. Il est supposé qu’en cas de parasitage la voie JAK/STAT ne signale
plus dans la ZM ce qui permet la différenciation des hémocytes, dont les lamellocytes (Figure
55), cependant aucune évidence ne confirme cette hypothese.

dpias est un régulateur négatif de la voie JAK/STAT, en perte de fonction dpias 'activité
de cette voie de signalisation est augmentée et il peut étre observé la formation de tumeurs

Tumd .
7 ou la vole

mélaniques. Le méme phénotype est également observé chez les mutants hop
JAK/STAT est hyperactive (Harrison et al., 1995 ; Luo et al., 1995), ou lorsque hgp est exprimé
de fagon ectopique dans la glande lymphatique (Harrison et al., 1995). Il a été mis en évidence

que ce phénotype de tumeurs mélaniques présent dans les larves hop' "’

peut étre sauvé par
Pexpression ectopique de dpias durant la vie larvaire (Betz et al., 2001). Ces résultats sous-

entendent donc que l'activité de la voie JAK/STAT induit la différenciation de lamellocytes et
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donc la formation de tumeurs mélaniques. Hors, son activité dans la glande lymphatique est
nécessaire pour éviter la différenciation prématurée des prohémocytes (voir paragraphe
précédent). L’activité de cette voie est donc nécessaire pour bloquer la différenciation des
prohémocytes ainsi que pour la promouvoir. Il peut étre donc suggéré que selon le niveau
d’activité de la voie de signalisation JAK/STAT, il y aura ou non différenciation de lamellocytes
et c’est dans la modulation de cette voie de signalisation qu’intervient dpias.

Les expériences perte de fonction pour gez-gen2 indiquent que la formation de tumeurs
mélaniques a lieu lorsque lactivité de gow-gom? est perdue dans le corps gras. De plus, les
expériences d’épistasie placent gew-gem2 en aval de hop. 1l peut donc étre émis ’hypothese qu’en
conditions sauvages, la voie JAK/STAT est active dans la glande lymphatique mais pas dans le
corps gras ou réside le tandem Gem-dpias. En conditions perte de fonction pour gomz-gon2 et/ou
dpias, la voie de signalisation JAK/STAT est alors activée dans le corps gras. Il a été mis en
¢vidence que, lors de la réponse immunitaire humorale, les hémocytes ont un role de sentinelle et
signalent la présence de l'agent pathogéne au corps gras qui va ensuite libérer des peptides
antimicrobiens (Agaisse et al., 2003). Il peut donc étre supposé que les hémocytes signalent
¢galement au corps gras la présence d’'un ceuf de parasite, qui va a son tour signaler a la glande
lymphatique. L’absence de gow-gom2 dans le corps gras peut donc entrainer cette signalisation ce
qui va aboutir a la formation de lamellocytes et donc de tumeurs mélaniques.

Lors de cette étude je n’ai pas réussi a mettre en évidence Iexpression de gz dans la
glande lymphatique ni dans le corps gras. Il est toutefois possible que ge soit exprimé au tout
début de la vie larvaire et que la protéine persiste aux stades ultérieurs du développement.
Cependant, étant donné qu’il est quasiment impossible de réaliser des expériences d’hybridation
in sitn pour visualiser FARNm de gz en L1 nous ne pouvons pas vérifier cette hypothése a
I’heure actuelle. De plus, nous n’avons pas a notre disposition d’anticorps anti-Gem fonctionnant

en immunohistochimie ni en western blot.
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DISCUSSION

gem semble donc avoir également un role original au cours de ’hématopoicse larvaire,
cependant la poursuite de cette étude est nécessaire afin de mieux comprendre les mécanismes

mis en jeu.

Da facon intéressante, il a été mis en évidence chez le poisson zebre que Gemb est
exprimé dans les macrophages (Hanaoka et al., 2004). Cependant, la perte de fonction de Gemb
ou son expression ectopique dans ce lignhage n’altere pas le nombre de macrophages (Hanaoka et
al., 2004). Ceci peut sous entendre I'existence d’'un homologue a Gezb chez le poisson zébre,
cependant celui-ci reste a ¢tre mis en évidence, ou, Gezb n’a pas un role de destin cellulaire dans

ce lignage mais est impliqué dans un autre processus.

L’expression dun orthologue de Gem n’a pas été mise en évidence dans les
monocytes/macrophages des mammiféres bien que la plupart des facteurs impliqués dans
I’hématopoicse de la drosophile soient conservés dans ce méme processus chez les mammiferes
(Figure 56) (Evans et al., 2003). Par exemple, le facteur de transcription Lozenge présente une
forte homologie avec le facteur AML-1/Runx] humain (71 % d’homologie entre domaines Runt)
(Daga et al., 1996), qui est 'une des cibles les plus fréquentes de translocation chromosomique
aboutissant a une leucémie myéloide aigué (Lutterbach et Hiebert, 2000 ; Speck et Gilliland,
2002). 11 serait intéressant de vérifier si les orthologues de Gem chez les mammiferes sont

également présents dans le lignage des macrophages.

CONCLUSION

Au cours de ma these, plusieurs roles originaux pour les facteurs de transcription Gem

ont été mis en évidence. Tout d’abord, nous avons montré pour la premicre fois que ces facteurs

de transcription n’ont pas seulement un réle de choix de destin cellulaire mais aussi un role dans
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DISCUSSION

la différenciation terminale d’un tissu (i.e. les cellules tendon de ’embryon). Puis, nous avons mis
en évidence que ces facteurs, connus depuis si longtemps pour étre les déterminants gliaux chez
Iembryon de drosophile, sont également des déterminants neuronaux aux stades post-
embryonnaires ainsi que chez les vertébrés. Ces roles originaux résultants de la présence ou non
de cofacteurs spécifiques, j’ai réalisé un crible double hybride afin d’identifier les cofacteurs de
Gcm ce qui m’a permis de mettre le point sur un troisieme role insoupgonné de Gem dans
I’hématopoiese larvaire.

Il semble donc que Gem ait un réle de pivot au cours du développement (Figure 57).
Gcem et ses cofacteurs sont en aval des genes de régulation qui donnent les informations de
position et qui définissent le territoire neural. Puis Gem, selon le contexte cellulaire, induit les

différentes voies qui sont en amont.
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