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Résumé

Le gene split end (spen) est impliqué dans de nombreuses voies de si-
gnalisation, notamment les voies Notch, EGF ou encore Wingless. Alors que
le role de spen a été étudié dans de nombreux processus (polarité planaire,
mise en place des cellules gliales, développement précoce de l'eil...), plu-
sieurs études ont suggéré son role dans le controle de la mort cellulaire sans
jamais le démontrer.

Durant ma these j’ai étudié le role de spen dans la mort cellulaire au
cours du développement de la rétine de la Drosophile. L’ceil de Drosophile est
composé de centaines d’unités appelées ommatidies. Chaque ommatidie est
composée de huit photorécepteurs entourés de cellules accessoires comprenant
quatre cellules cones et deux cellules pigmentaires primaires, ainsi que douze
cellules interommatidiales. Les cellules interommatidiales comprennent six
cellules pigmentaires secondaires (a I'interface entre deux ommatidies), trois
cellules tertiaires (a l'interface entre trois ommatidies) et trois soies. Les
cellules interommatidiales adoptent une structure hexagonale parfaitement
réguliere. Des cellules interommatidiales en exces doivent étre éliminées par
apoptose afin d’obtenir un nombre exact donnant un patron final parfait.
Cette phase de mort cellulaire intervient principalement 28 heures apres la
formation de la pupe. L’implication des voies Notch et EGF dans la régulation
de I'apoptose au cours de ce processus, nous a conduit a étudier le role de
spen dans ce contexte.

J’ai montré que la modulation de spen (inactivation ou sur-expression)
modifiait radicalement le patron des cellules interommatidiales. L’utilisation
d’un driver spécifique de I'ceil a permis de mettre en évidence un probable role
anti-apoptotique de spen. En effet 'inactivation de spen conduit a un défaut
de cellules interommatidiales alors que sa surexpression entraine un exces de
ces cellules. Afin de confirmer que ce phénotype est en effet 1ié & un probleme
de mort cellulaire, nous avons utilisé la protéine virale p35 connue comme
bloquant 'activité des caspases. Nous avons ainsi montré que la perte des
cellules interommatidiales dans un contexte mutant pour spen pouvait étre
entierement sauvée en exprimant la protéine p35. Aussi nous avons montré
que l'inactivation de spen apres les étapes de développement larvaire de 1'ceil
était suffisante pour induire la perte de cellules interommatidiales, excluant
ainsi 'hypothese que le phénotype pupal observé eu été la conséquence du
role précoce de spen au cours de développement.

Le gene spen code pour une protéine nucléaire appartenant a une famille



de co-represseurs transcriptionnels. Cette protéine est exprimée de maniere
ubiquitaire, nous avons donc cherché a déterminer dans quelles cellules spen
jouait son role de régulateur de la mort cellulaire.

Grace a une analyse clonale, nous avons pu montrer que c’est au niveau
des cellules cones que spen agit. L’inactivation de spen dans les autres cellules
accessoires de I'ceil n’influence pas la mort des cellules interommatidiales.
Nous avons en outre, montré que spen avait un role dans la formation des
soies de chaque ommatidie.

Ces travaux mettent en évidence un role de spen dans le controle de
la mort cellulaire des cellules interommatidiales dans les cellules cones. Nos
résultats montrent, par ailleurs, que spen serait requis pour le relarguage
du facteur de survie Spitz (le ligand activateur de la voie EGF) a partir
des cellules cones. Des études supplémentaires pourront montrer par quels
mécanismes moléculaires spen controle la survie des IOCs.

En parallele, nous avons étudiés le role de survie de spen dans un modele
neurodégénératif (stress oxydatif induit par I’agent chimique paraquat). Nous
avons montré que spen était nécessaire dans le cerveau adulte au niveau des
cellules gliales pour la résistance au stress oxydatif. De maniere intéressante,
nous avons trouvé que l'inactivation de spen dans la glie diminuait ’activité
de la voie de signalisation NOTCH. Cette résistance pourrait se faire via la
modulation de genes anti-oxydants.

De maniere générale, nos travaux démontrent un role du gene split ends
dans la survie cellulaire. Ce facteur agit de maniere non-autonome a partir
des cellules supports de différents organes.

MOTS-CLES

Drosophile, rétine, apoptose, développement, Notch, EGFR, stress oxy-
datif, split ends, cellules gliales, neurones dopaminergiques



Abstract

In metazoan, the successful development of many organs requires the
elimination of supernumerary cells by apoptosis. For example, the elimina-
tion of about two thousand interommatidial cells (IOCs) during Drosophila
eye development allows the precise rearrangement of ommatidia in a per-
fect hexagonal array. Maximal apoptosis occurs during pupal life and the
remaining IOCs differentiate into secondary and tertiary pigment cells. The
precise removal of unwanted IOCs requires coordinated activation of Notch
(pro-death) and EGF (pro-survival) pathways. IOCs undergoing apoptosis
express the TAP inhibitor Hid, which leads to the activation of initiator and
effector caspases. However, the mechanisms that coordinate the death and
survival pathways for timed and precise IOC removal are poorly understood.

Here, we report that spen encodes a nuclear protein expressed in the pupal
eye that is required for IOC survival. We showed that the inhibition of spen,
by either RNAi or in spen mutant clones resulted in disorganized ommatidia
with missing IOCs. Moreover, overexpression of spen lead to extra IOCs.
These results indicate that spen expression promotes IOC survival during
eye development. Importantly blocking apoptosis prevents the loss of IOC
in a spen mutant retina. Spen is a protein known to be ubiquitous in tissue
during development. Indeed, we have shown using an enhancer trap line that
spen is expressed in all the cells in the eye pupal disk. To better understand
where spen is acting from in this tissue to regulate cell death, we performed
a clonal analysis. We found that the inactivation of spen in the cone cells was
causing the loss of IOC, indicating that spen is required non-autonomously in
cone cell for IOC survival. In parallel we have shown that the inactivation of
spen was disrupting eye bristles morphology. Even if studies discuss the role
of bristles in the regulation of developmental apoptosis in this context, our
clonal analysis excluded this possibility. Furthermore, we found that spitz, the
EGFR ligand, accumulate in cone cells upon spen inactivation. Our current
hypothesis is that spen is likely to be required for the release of Spitz from
the cone cells in order to active the survival signaling pathway EGFR in the
[10Cs.

Also, we examined the protective role of spen in a chemical model of
Parkinson disease (paraquat treatment). We showed that the glial expression
of spen is protective in this context, which suggest against that spen acts
non-autonomously. Interestingly we found that the inactivation of spen in glia
downregulates the Notch signaling pathway. Spen is likely to be a key factor



integrating cues from different signaling pathways to promote cell survival.



Message introductif

J’ai réalisé ma these de 2011 a 2014 au Laboratoire de Biologie Molécu-
laire de la Cellule (LBMC) au sein de I’Ecole Normale Supérieure de Lyon
(ENSL). Ce laboratoire regroupe plusieurs équipes travaillant sur de nom-
breux sujets allant de la structure de la chromatine au vieillissement, cela en
utilisant une panoplie complete d’organismes modeles allant de la levure a la
souris. J’ai intégré I'équipe “apoptose et neurogénétique” dirigée par le pro-
fesseur Bertrand Mollereau. L’équipe utilise la Drosophile pour comprendre
les mécanismes génétiques et moléculaires controlant les processus de mort
cellulaire, notamment au cours des maladies neurodégénératives. Mes tra-
vaux de these ont été encadrés par mes deux co-directeurs de these Bertrand
Mollereau et Nathalie Davoust-Nataf. Nathalie est Maitre de Conférences en
immunologie & 'ENSL.

J’ai débuté ma these en travaillant sur un projet visant a comprendre
I'interaction entre une protéine virale du virus de la dengue et la réponse
immunitaire dans un modele arthropode. Ces travaux ont donné lieu a une
publication actuellement en révision et présentée en annexe. Nous avons en-
suite utilisé la puissance de la génétique de la Drosophile pour apporter des
éléments de réponse quant au role des cellules gliales dans la progression des
maladies neurodégénératives. J'ai pour cela effectué un criblage génétique
afin d’identifier des genes gliaux et liés génétiquement a la maladie de Par-
kinson. Ce crible m’a permis d’identifier le géne spen dans ce contexte. Afin
d’identifier des partenaires génétiques de spen, nous avons surexprimeé ce gene
dans I'ceil nous donnant un phénotype spectaculaire de désorganisation de
I’ceil. Nous avons ainsi en parallele caractérisé le role de spen dans la mise en
place de 'ceil de Drosophile au cours du développement pupal.
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Chapitre 1

Introduction

1.1 La formation de I’ceil de Drosophile et ’apoptose

développementale

C’est au début du XXeme siecle lorsque T.H. Morgan a publié une étude
sur la transmission de caracteres liés au sexe apres avoir observé I’apparition
d’un male aux yeux blancs dans ses élevages que 1'eeil de Drosophile est de-
venu un modele d’étude aujourd’hui célebre (Morgan 1910). Les études sur
I’ceil de Drosophile sont d’autant plus facilitées que c¢’est un organe qui n’est
requis ni pour la viabilité ni pour la fertilité de la mouche. Par exemple, dans
une mouche surexprimant le facteur pro-apoptotique HID (Head Involution
Defective) sous le controle d’'un promoteur fort spécifique de I'ceil (GMR-
GAL4), I'intégralité des cellules de 1'ceil seront éliminées par apoptose, mais
la mouche sera viable. Le développement de 'ceil implique la plupart des
voies développementales connues et a été utilisé comme tube a essai pour
disséquer les voies de signalisation (Rubin 1989). En conclusion, 1'ceil de dro-
sophile constitue un outil puissant permettant I’étude de nombreux processus
biologiques grace a 'utilisation de la génétique, de la génomique et de la bio-
chimie.

Au cours du développement de la mouche, I'exil adopte un patron par-
fait et stéréotypé, dont la mise en place fait intervenir plusieurs voies de

signalisation conservées au cours de I’évolution (Kumar 2012). L’ceil de dro-
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Fig. 1.1. Organisation de I’ceil de Drosophile.(a) Image par microscopie électronique
a balayage d’un ceil sauvage de Drosophile. L’ceil est composé de centaines de facettes
appelées ommatidies. L’agrandissement permet de visualiser les soies associées a chaque
ommatidie ainsi que la cornée. (b) Vue en coupe et schématisée d’une ommatidie. Au centre
de chaque ommatidie se trouvent les photorécepteurs. Au-dessus les quatre cellules cones
sécretent la cornée. Les cellules pigmentaires et les soies entourent ces cellules formant une
ommatidie. Schéma adapté de (Wolff and Ready 1993). (c) Image de Microscopie Electro-
nique a Balayage de la surface d’un ceil de mouche. L’aspect hexagonal des ommatidies
est visible. Chaque ommatidium est entouré de trois soies. (d) Visualisation des IOCs par
la technique de neutralisation de la cornée. Seules les cellules pigmentaires secondaires et
tertiaires sont visibles. (c¢) Disque d’ceil de pupe fixé 42 heures APF et marqué avec un an-
ticorps anti-Armadillo, afin de visualiser les membranes. La barre d’échelle (a) représente
100 g m.
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sophile est composé d’environ 750 unités répétées appelées ommatidies. Ces
dernieres forment une structure cristalline symétrique par rapport a une ligne
équatoriale horizontale. La structure de I'ceil est tellement parfaite et précise
qu’elle est comparée a un cristal (Ready et al. 1976). Chaque ommatidie ma-
ture contient 8 photorécepteurs (cellules neuronales) organisés de maniere
trapézoidale. Les photorécepteurs sont entourés de cellules accessoires non
neuronales et qui comprennent deux cellules primaires pigmentaires, quatre
cellules cones, et une formation hexagonale composée de six cellules pigmen-
taires secondaires, trois cellules pigmentaires tertiaires et trois soies (Fig. 1.1).
Les cellules pigmentaires secondaires et tertiaires doivent leur nom au nombre
de contact qu’elles forment avec les ommatidies voisines, elles sont également
nommeées cellules interommatidiales ou IOCs (Interommatidial Cells) (Ready
et al. 1976, Higashijima et al. 1992). La structure cristalline finale de I'ceil
adulte étant parfaitement organisée n’importe quelle dérégulation génétique
des processus développementaux conduit a des défauts visibles dans 1'ceil
adulte. Cette propriété a permis d’identifier les voies de signalisation impli-
quées dans la formation de I'ceil. Nous utiliserons dans notre travail, 1’ceil
de Drosophile comme un modele pour comprendre le role de spen dans la
régulation de la mort cellulaire développementale des IOCs.

Le développement de 1’ceil de Drosophile commence des le premier stade
larvaire ou le disque imaginal d’ceil va passer du statut de simple épithélium
a celui de tissu organisé (Fig. 1.2). Les premieres cellules a se différencier sont
les photorécepteurs (les cellules qui captent la lumiere). La spécification des
cellules de la rétine commence apres le passage du sillon morphogénétique.
Ce dernier avance de l'extrémité postérieure vers l'extrémité antérieure du
disque imaginal d’ceil. La position et la vitesse du sillon morphogénétique sont
régulées par la molécule extracellulaire Hedgehog (Hh). Hh est sécrétée par
les photorécepteurs différenciés apres le passage du sillon morphogénétique

(Greenwood and Struhl 1999). Le premier photorécepteur a étre différencié

20



est R8 qui recrutera ensuite les autres photorécepteurs au sein de 'ommati-
dium en formation (Tomlinson and Ready 1987).

La différenciation des photorécepteurs fait intervenir deux voies de signa-
lisation, la voie EGF et la voie Notch (voir section 1.4 et 1.5). Le récepteur
EGF agit via RAS et la cascade des MAPK pour permettre la différencia-
tion et maintenir la survie des cellules dans la rétine a ce stade (Freeman
1996, Dominguez et al. 1998, Yang and Baker 2001, Bergmann et al. 1998).
La voie Notch a des effets opposés a la voie EGF, en effet I'activation de la
voie Notch induit un blocage de la différenciation cellulaire favorisant ainsi
la division des cellules (Cagan and Ready 1989a, Fortini et al. 1993). Au
niveau du disque imaginal d’ceil en développement, la voie Notch inhibe ainsi
la différenciation des photorécepteurs induite par ras (Yang and Baker 2006).
Plus récemment, une étude a toutefois montré un role de la voix Notch dans
le recrutement et la différenciation des PRs, en agissant de concert avec la
voie EGFR (Tomlinson et al. 2011).

A la fin du troisieme stade larvaire, les photorécepteurs “s’enfoncent” dans
le disque pour permettre le recrutement des quatre cellules non neuronales
qui sécretent la cornée, appelées cellules cones (Cagan and Ready 1989a).
Une fois que les photorécepteurs sont différenciés, ils envoient en effet des
signaux de différenciation en cellules cones aux cellules les entourant. Ainsi,
les ommatidies mutantes pour argos (un inhibiteur de la voie EGFR) qui
contiennent trop de photorécepteurs auront également des cellules cones en
exces (Freeman et al. 1992). Le facteur de transcription clé et nécessaire a
la différenciation des cellules cones est : dPax 2 (ou sparkling) (Fu and Noll
1997). Le promoteur de dPax2 est activé par des facteurs de transcriptions
induits par les voies Notch et EGF (Flores et al. 2000, Kumar 2012, Fig. 1.3).

Ainsi, 20 heures apres la formation de la pupe (APF, after pupal forma-
tion), la différenciation des photorécepteurs, des cellules cones et des cellules

pigmentaires primaires est complete. Les cellules restantes vont former un
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A Egfr

cone cells

photoreceptors cone cells

cone cells primary pigment cells

Fig. 1.3. Mécanismes de recrutement des cellules cones et des cellules pigmen-
taires primaires.A. Différents signaux allant activer le promoteur du géene DPax2, central
pour la différenciation des cellules cones. Des signaux proviennent des voies Notch et EGF
notamment. B. Les ligands activant les voies Notch et EGF proviennent des photorécep-
teurs. C. La voie Notch controle la différenciation des cellules pigmentaires primaires. Le
signal provient de la voie Notch, activée par 'expression du ligand Delta par les cellules
cones (Kumar 2012). Ensuite, les cellules cones recruteront a leur tour les deux cellules
pigmentaires primaires : le ligand de la voie Notch, Delta (D1), est en effet exprimé par les
cellules cones ce qui entraine la différenciation des cellules pigmentaires primaires expri-
mant le récepteur Notch (Nagaraj and Banerjee 2007).
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réseau séparant les ommatidies, composé par les cellules pigmentaires secon-
daires, et tertiaires et les poils sensoriels ou soies. L’ensemble de ces cel-
lules, partagées entre deux ou trois ommatidies, constituera finalement une
structure définie et formée d’un nombre constant de cellules appelées cellules
interommatidiales. 20 heures APF, les cellules interommatidiales sont indif-
férenciées et désorganisées. 22 heures APF, les cellules surnuméraires et non
différenciées commencent a s’organiser d’'une maniere tres ordonnée formant
deux ou plusieurs couches entre les ommatidies. Par la suite, les cellules in-
terommatidiales créent des contacts avec les cellules pigmentaires primaires.
Ainsi chaque cellule interommatidiale formera un contact avec au moins deux
cellules pigmentaires primaires (Cagan and Ready 1989a). Il en résulte en une
structure monocouche de cellules interommatidiales (Fig. 1.4).

22 heures APF il y a un exces de cellules interommatidiales par rapport
au nombre final observé dans l'ceil adulte. Ainsi environ 1/3 des cellules
seront éliminées par apoptose au cours du développement de la pupe et avant
I’éclosion pour obtenir un nombre exact d’'IOCs et une disposition hexagonale
parfaite des ommatidies. Bloquer I'apoptose a ce stade conduit a la formation
d’un ceil rugueux car I'exces d’IOCs cause un probleme d’espacement entre
les ommatidies (Hay et al. 1994).

Comme nous allons le voir par la suite, une vague principale d’apoptose
intervient entre 26 et 32 heures apres la formation de la pupe afin d’élimi-
ner les cellules interommatidiales en exces. La voie apoptotique classique et
notamment la protéine pro-apoptotique HID (Head Involution Defect) sont
responsables de cette vague d’apoptose (Brachmann and Cagan 2003).

Cette vague de mort cellulaire est également régulée par les voies Notch
et EGF (Hay et al. 1994, Ready et al. 1976, Wolff and Ready 1991). En effet,
I'induction des voies Notch et EGF assure I’élimination du nombre exact de
cellules (Baker and Yu 2001, Rusconi et al. 2000). L’implication de la voie

Notch dans ce programme développemental a été d’abord suggérée dans la fin
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cone primaire secondaire

tertiaire soie

Fig. 1.4. Réarrangement des cellules interommatidiales au cours du temps.
(a-d) montrent les cellules du disque pupal d’ceil marquées avec un anticorps contre la
[-caténine pour marquer les membranes & différents temps apres la formation de la pupe
(APF). Les cellules cones sont en gris clair, les cellules pigmentaires primaires sont en gris
foncé. Les soies sont marquées par des fleches. (e) représente un schéma d’une ommatidie
42 heures APF avec les différents types cellulaires la composant. Adapté de (Monserrate
and Brachmann 2007).
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des années 80. Une étude utilisant un allele thermosensible de Notch a montré
que l'inhibition de Notch au cours du développement de I'ceil conduisait a
I'apparition de cellules pigmentaires secondaires surnuméraires (Cagan and
Ready 1989a). La voie de signalisation EGF a été largement caractérisée
comme ayant des propriétés de survie cellulaire au cours du développement
de la Drosophile (Baker and Yu 2001, Kurada and White 1998, Sawamoto
et al. 1998). La voie EGF maintient en effet la survie d’une cellule en inhibant
le facteur pro-apoptotic Hid. Lorsque la voie EGF est activée, les MAPK
(kinases an aval du récepteur dEGFR) inhibent les fonctions effectrices de
Hid par phosphorylation (Bergmann et al. 1998). Ainsi, I'expression d’une

v12) bloque la mort des

forme constitutivement activée de la voie EGF (ras
cellules pigmentaires en exces. Ces résultats suggerent que la voie EGF induit
un signal de survie (Miller and Cagan 1998, Sawamoto et al. 1998). Plusieurs
études ont par la suite montré que I'inactivation de la voie EGF conduit a un
exces d’apoptose (Freeman 1996, Miller and Cagan 1998) corroborant ainsi
les résultats précédents.

Il est actuellement admis que c¢’est un équilibre entre les deux voies Notch
(signal de mort) et EGF (signal de survie) qui régule le devenir cellulaire
des cellules interommatidiales au cours du développement de la rétine. Alors
que 'effet de la voie EGF sur la régulation de la survie cellulaire au cours
du développement de la rétine est bien décrit, I'implication précise de la voie
Notch reste peu connue (Brachmann and Cagan 2003). En outre, la régulation
des signaux Notch et EGF n’est pas non plus décrite de maniere exhaustive.
Une étude a montré que argos (aos), qui est un ligand inhibiteur sécrété
de la voie EGF (Schweitzer et al. 1995a), interviendrait dans la principale
vague de mort dans la rétine de la mouche. Les auteurs montrent que la
surexpression d’aos conduit & un exces de mort cellulaire (Sawamoto et al.
1998). Une hypothese simple pourrait étre que Notch active aos, ce qui résulte

en une inactivation de la voie EGF et donc un défaut de signaux de survie.
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Ce modele est étayé par des expériences d’épistasie montrant que EGF est
en amont du facteur pro-apoptotique Hid, et que la voie Notch, antagoniste
de la voie EGFR, serait en amont de cette derniere (Yu et al. 2002).

D’autres éléments de réponse quant aux mécanismes de régulation de la
mort des IOCs proviennent de I’étude du gene klumpfuss (klu), qui encode
un facteur de transcription a doigt de zinc. Klumpfuss est le seul gene dont
I’expression est dynamique au cours de I’élimination des cellules pigmentaires
en exces. Les mutants pour ce gene présentent des défauts de mort cellulaire
(cellules pigmentaires secondaires en surnombre) (Rusconi et al. 2004). Les
auteurs ont aussi montré que klu agirait en inhibant la voie EGF pour induire
I'apoptose. Les niveaux de dpERK (un marqueur de l'activation de la voie
EGF) augmentent dans un mutant klu. Pour le moment on ne sait pas si klu
interagit avec la voie Notch. En revanche une étude récente a pu montrer
que lozenge (lz) code pour un facteur de transcription qui peut directement
activer klu et aos. L'inactivation de [z durant la vague d’apoptose conduit a
un défaut d’apoptose, tout comme l'inactivation de klu ou aos (Wildonger
et al. 2005). Un modele simple serait que Notch active Iz qui lui-méme active
klu et aos pour inactiver EGF et ainsi induire la mort par apoptose (Protzer
et al. 2008,Fig. 1.5).

La vague de mort cellulaire intervenant 26 heures apres la formation de
la pupe est la plus importante en termes de nombre de cellules éliminées.
Mais plus tot au cours du développement de I'ceil, des cellules mourant par
apoptose ont été détectées. Le processus d’élimination des cellules de I'ceil
commence ainsi des le stade larvaire (Yu et al. 2002). Des signaux de la
voie EGF sont émis apres le passage sillon morphogénétique afin de controler
I’élimination d’un petit nombre de cellules en exces entre les ommatidies. La
voie EGF envoyant des signaux de survie (Baker and Yu 2001). Par exemple
la mutation du récepteur EGFR entraine un exces d’apoptose qui peut étre

sauvé par l'expression de p35 (une protéine virale anti-apoptotique) (Yu et al.
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EGFR
signal
activity

Fig. 1.5. Hairless (H) induit la mort en inactivant la voie EGFR. H, avec ces
co-represseurs Groucho (G) et CtBP (C), inhibe la voie EGFR de plusieurs maniéres. H
inhibe l'expression de rhomboid (rho), interférant ainsi avec la production du ligand de
EGFR Spiz. Deuxiemement, H active des régulateurs négatifs de la voie EGFR tels que
lozenge (Iz), argos (aos) and klumpfuss (klu). On note que come ces trois derniers facteurs
sont connus pour causer ’apoptose dans la rétine de Drosophile, on s’attend aussi & ce que
H induise la mort.
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2002). Cette phase d’apoptose précoce serait présente non-pas pour enlever
des cellules naturellement en exces mais pour corriger d’éventuels défauts
suite aux divisions mitotiques lors du passage du sillon morphogénétique.

Apres la métamorphose, soit 18 heures apres la formation de la pupe, une
vague d’apoptose intervient, localisée dans la partie antérieure de la rétine
ainsi que hors de la rétine (Cordero et al. 2004). La phase d’apoptose hors
de la rétine serait requise pour sculpter la cuticule entourant 'ceil. Cette
phase de mort cellulaire s’étend ensuite vers le centre de la rétine jusqu’a
24 heures APF. Les voies Notch et Wingless sont requises pour envoyer le
signal de mort a cette étape. De plus le gene pro-apoptotic hid est requis a
ce moment.

Plus tard au cours de la formation de la pupe, de 35 a 42 heures APF, une
derniere vague d’apoptose nécessaire pour sculpter le bord de la rétine a lieu.
Cette vague d’apoptose est sous le controle positif de la voie de signalisation
Wingless et fait intervenir les génes pro-apoptotic reaper, hid et grim (Lin
et al. 2004, Ahmed et al. 1998, Lim and Tomlinson 2006).

1.1.1 L’ORIGINE DES SIGNAUX DE MORT

Lors des phases d’apoptoses décrites ci-dessus, le nombre exact de cellules
est a chaque fois éliminé. Les mécanismes controlant la sélection des I0Cs
vouées a mourir reste inconnus. Il s’avere toutefois que la sélection des IOCs
devant mourir ne se fait pas au hasard et que la position des IOCs affecte
leur destin. Les soies seraient ainsi importantes en amenant un signal de
position, la majeure partie des IOCs meurent ainsi dans une zone de mort
autour des soies (Monserrate and Brachmann 2007). Il est admis que les soies
ne seraient pas requises dans l'exécution de la mort des IOCs étant donné
que bloquer la formation des soies n’influence pas 1’élimination des 10Cs
(Cadigan and Nusse 1996). Afin de comprendre comment les choix des cellules

vouées a mourir est fait, plusieurs groupe ont essayé de comprendre le patron
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d’expression les signaux de survies (EGF) et les signaux de mort (Notch). 11
s’avere qu’avant la vague d’apoptose principale (26 heures a 32 heures APF),
toutes les cellules interommatidiales transduisent des signaux Notch et EGF
(Monserrate and Brachmann 2007). Il est ainsi tres probable que c’est une
fine régulation de la balance entre les signaux de mort et de survie qui controle
I’apoptose. La voie EGF est activée par la fixation du ligand diffusible Spitz
(Schweitzer et al. 1995b), et Spitz pourrait étre le signal de vie au niveau
de 'ommatidium (Freeman 1997). Spitz est exprimé au niveau des cellules
cones et des soies (Miller and Cagan 1998). Des études plus récentes ont
cependant montré que spitz pourrait ne pas étre impliqué dans la régulation
de la mort des cellules pigmentaires. En d’autres termes, la voie EGF serait
présence pour maintenir la survie, et la voie Notch s’opposerait a la voie de
survie EGF (Yu et al. 2002). En parallele la voie Notch enverrait un signal
de mort (Miller and Cagan 1998). Notch est activé par la fixation de son
ligand Delta (Rebay et al. 1991). L’étude de I'expression de Delta apparait
complexe par la dynamique de ce ligand et le fait que Notch est impliqué dans
la différenciation de pratiquement tous les types cellulaires de 'ommatidium
(Parks et al. 1995). Une seconde étude utilisant une construction Dl-lacZ a
montré que Delta serait fortement exprimé au niveau des cellules cones (Bao
2014).

Enfin, a défaut de parfaitement comprendre ou sont exprimés les signaux
de survie ou de mort, des études ont cherché a comprendre qu’elles cellules
étaient requises pour controler ’apoptose. Des expériences d’ablation laser
des cellules de I'ceil chez la pupe ont montré que I’ablation des cellules pri-
maires ou des cellules cones conduisait a un déficit en cellules pigmentaires
secondaires. Il reste a démontrer si ¢’est un exces d’apoptose ou un défaut de
survie qui est & l'origine de ce phénotype (Miller and Cagan 1998, Sawamoto
et al. 1998). Des études plus récentes ont montré que c’était en effet a par-

tir des cellules cones que les signaux de mort pourraient provenir. La vague
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d’apoptose intervenant 18 heures apres la formation de la pupe nécessite un
signal de mort passant par la voie de signalisation Wingless. Durant cette
période, le ligand Wingless est détecté au niveau des cellules cones, suggé-
rant que le signal de mort provient de ces cellules (Cordero et al. 2004). Une
étude a montré que le gene Trithoraz-like (Trl) est requis pour la mort des
IOCs. La mutation de ce gene bloque la mort des cellules. Les auteurs ont
réalisé une analyse clonale montrant que 7r{ est requis dans les cellules cones
(Dos-Santos et al. 2008). Comme vu précédemment, les molécules d’adhésion
sont essentielles du moment qu’elles permettent de positionner correctement
les IOCs afin qu’elles regoivent les bons signaux. Dernierement, une étude a
montré que la voie Notch était requise pour I’expression de molécules d’adhé-
sion telles que Rst ou Hbs. Delta, le ligand de Notch est exprimé dans les
cellules cones afin d’induire la voie Notch dans les cellules pigmentaires pri-
maires. Notch va alors permettre 'expression de molécules d’adhésion afin
de positionner les IOCs autour de ces cellules pigmentaires primaires. Les

cellules cones seraient alors a 'origine de ce signal (Bao 2014).

1.1.2 REARRANGEMENT DES IOC ET MORT CELLULAIRE

En plus d’études génétiques qui ont mis en évidence les voies de signali-
sation impliquées dans la régulation de la mort des IOCs, I’étude de mutants
a aidé a comprendre les mécanismes mis en jeu dans la régulation de la mort
des cellules interommatidiales en exces. La premiere découverte de genes
dont l'inactivation conduit a des défauts d’apoptose remonte au début des
années 90. Deux mutants roughest (rst) et echinus (ec) perturbent I’apop-
tose lorsqu’ils sont mutés (Wolff and Ready 1991). La mutation de ces deux
genes conduit a un exces d’IOCs apres les vagues d’apoptose. Dans le mutant
rst, les cellules interommatidiales entre les cellules pigmentaires primaires de
deux ommatidies ne forment pas une seule ligne de cellule. Il en résulte en

un défaut d’apoptose. Le mutant ec intervient certainement plus tard car les
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cellules interommatidiales sont bien agencées mais I’apoptose n’est pas com-
plete. Le phénotype causé par le mutant ec est tres proche de celui résultant
du blocage de 'apoptose par p35 (Hay et al. 1994). On note que la mutation
rst est localisée sur le méme bras chromosomique que #rreC. Une analyse du
locus permettra d’isoler le gene irreC-rst (Ramos et al. 1993). La protéine
IrreC-rst est présente a la jonction entre les IOCs et les cellules pigmentaires
primaires. Cette protéine d’adhésion est essentielle a 'alignement des I0OCs
et aux contacts entre les IOCs et les cellules pigmentaires primaires. Cette
organisation servirait a identifier les candidats voués a mourir via la réception
des signaux de vie ou de mort (Reiter et al. 1996). Le géne rst n’est pas un
régulateur de 'apoptose mais est impliqué dans le réarrangement des 10Cs,
étape nécessaire pour la signalisation apoptotique. Quant au gene echinus, il
encode une protéase ciblant les protéines ubiquitinylées. Toutefois cette fonc-
tion ne serait pas requise pour le role d’ec dans la régulation de ’apoptose de
I'ceil. Par ailleurs ec n’interagit avec aucun des acteurs connus de ’apoptose
a ce stade (Notch, Egf, Hid...) (Copeland et al. 2007). Ainsi, l'organisation
spatiale des cellules interommatidiales est importante pour assurer 1’élimina-
tion du nombre correct de cellule. Les cellules mal ordonnées ne recevraient

en effet pas les signaux de mort ou de survie correctement.
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1.2 L’apoptose

1.2.1 PROPRIETES MORPHOLOGIQUES DE L’APOPTOSE

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, désigne un mécanisme condui-
sant a la mort et a la destruction de la cellule. Ce processus participe a
I’homéostasie cellulaire dans les tissus sains mais aussi pour éliminer cer-
taines cellules dans des cas pathologiques (Lord and Gunawardena 2012).
Une cellule mourant par apoptose présente plusieurs caractéristiques mor-
phologiques. Les cellules en apoptose subissent une condensation de la chro-
matine et une fragmentation de TADN (Wyllie et al. 1981). De plus, la taille
de la cellule diminue entrainant une condensation des organelles dans le cyto-
plasme (Kerr et al. 1974). Enfin une désorganisation du cytosquelette conduit
a des troubles de la membrane cytoplasmique appelés blebbing (Ndozangue-
Touriguine et al. 2008). Il est important de noter que bien que la membrane
cytoplasmique soit affectée, il n’y a aucune perte du cytoplasme dans le mi-
lieu extracellulaire, évitant toute réponse immune excessive (Wyllie 1980).
En revanche les corps apoptotiques seront au final éliminés par phagocytose
(Ballard and Holt 1968) (Fig. 1.6).

L’apoptose est souvent décrite comme ayant vocation a éliminer les cel-
lules malades ou infectées par un virus. Toutefois ’apoptose est aussi un mé-
canisme crucial intervenant au cours de certaines phases de développement,
notamment pour éliminer des tissus transitoires. C’est le cas par exemple de
la queue des amphibiens qui est détruite par apoptose (Kerr et al. 1974).
De méme la sélection clonale des lymphocytes T requiert 1’apoptose, ceci
afin d’éliminer les lymphocytes reconnaissants des antigenes du soi (Scaffidi
et al. 1999). Enfin I’apoptose est requise pour sculpter I'ceil de la Drosophile
en supprimant les cellules surnuméraires entre les ommatidies (voir section

précédente).

33



-
-

|
contfaste de phase / - Hoescht

Fig. 1.6. Caractéristiques morphologiques de 1’apoptose. Images par microscopie
a contraste de phase de cellules HeLa saines (a) comparé a des cellules dont ’apoptose
a été induite (b) (daunorubicin). Les caractéristiques typiques d’une cellule mourant par
apoptose sont présentes : rétraction de la cellule, phénomene de blebbing au niveau de la
membrane. c et ¢’ représentent respectivement des images par contraste de phase de cellules
en cultures et le marquage Hoescht (marquant les noyaux) associé. On peut voir que les
cellules apoptotiques présentent des noyaux condensés et fragmentés (fleches blanches).
Image adaptée de (Taylor et al. 2008).
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1.2.2 LES CASPASES : LES ACTEURS DE LA MORT

Les caspases sont des protéases tres bien conservées au cours de I'évo-
lution. Elles ont la propriété de cliver leur substrat juste apres un résidu
aspartate d’ou leur nom Cysteinyl ASPartate-specific proteASE (Alnemri
et al. 1996). Chez la Drosophile sept caspases (Dronc, Drice, Dcp-1, Decay,
Damm, Dredd, Strica) ont été identifiées contre quatorze chez les mammiferes
(Sakamaki and Satou 2009, Kumar 2007) (Fig. 1.7). Bien que les caspases
aient comme role principal 'exécution de 'apoptose, certaines caspases ont
des roles autres que dans I’apoptose. Par exemple certaines caspases peuvent
intervenir au cours d’une réponse immunitaire notamment dans le relargage
de facteurs pro-inflammatoires (Jamilloux and Henry 2013). Certaines cas-
pases sont aussi requises pour la maturation du sperme (Arama et al. 2006).
Toutes les caspases sont exprimées sous forme de zymogenes et doivent étre
clivées pour étre activées. Parmi les caspases régulant la mort cellulaire, deux
groupes peuvent étre identifiés en fonction de la longueur de leur domaine
N-terminal : les caspases effectrices et les caspases initiatrices. Alors que les
caspases initiatrices ont un long domaine N-terminal, les caspases effectrices
ont un domaine N-terminal plus court. Chez la Drosophile, les caspases effec-
trices sont DRICE et Dcp-1, les initiatrices sont DREDD, Dronc et Strica.

Les caspases initiatrices sont les caspases les plus en amont. Elles con-
tiennent différents domaines N-terminaux identifiés : le domaine CARD (cas-
pase-recruitement domain), le domaine DED (death effector domain) et le
domaine PYD (pyridin domain). Ces domaines controlent la régulation des
caspases selon l'induction de ’apoptose. Les caspase initiatrices ont la faculté
de s’autocliver et d’aller alors activer les caspases effectrices. L’autoactivation
des caspases inhitiatrices nécessite la formation de multimeres de ces caspases
initiatrices et non de clivages. Le complexe protéique permettant ’activation
des caspases initiatrices est I’apoptosome. Chez les mammiferes, dans cette

structure, la pro-caspase 9 forme des agrégats en association avec Apaf-1 et
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le Cytochrome-c (Cyt-c) (Li et al. 1997). Nous discuterons plus tard quant au
role du Cytochrome-c chez la mouche. Ensuite, une fois activées, les caspases
initiatrices s’autoclivent et clivent alors les caspases effectrices.

Chez les mammiferes, les principales caspases initiatrices sont les caspase
8, 9 et 10. Chez la mouche, Dronc est probablement la caspase initiatrice
la plus importante. Cette caspase intervient au cours du développement de
nombreux tissus comme le cerveau de larve ou la formation de I'oeil (Daish
et al. 2004, Chew et al. 2004, Xu et al. 2005). Dredd apparait plus spécialisée
au niveau de la réponse immune (Guntermann and Foley 2011). Quant a
Strica, cette caspase peut induire 'apoptose, mais on ne connait pas encore
ces cibles (Doumanis et al. 2001). L’activation des caspases effectrices par les
caspases initiatrices est requise pour induire I’apoptose.

Les caspases effectrices interviennent apres les caspases initiatrices. D’ail-
leurs les caspases effectrices ne peuvent pas s’autocliver et nécessitent d’étre
activées par les caspases initiatrices. Chez les mammiferes, il y a trois caspases
effectrices : caspases-3, -6 et -7. Chez la mouche, DRICE et Dcp-1 sont les
deux caspases effectrices. Il a été montré que Dronc peut cliver et activer Drice
(Meier et al. 2000). On sait aussi que Dep-1 ARNi peut inhiber 1'apoptose
induite par la surexpression de Dronc (Leulier et al. 2006). Les caspases

effectrices DRICE et Dcp-1 agissent ainsi en aval de Dronc.

1.2.3 LES CIBLES DES CASPASES EFFECTRICES

Une fois activées, les caspases effectrices vont cliver des substrats cellu-
laires. Des centaines de substrats ont été identifiés (Liithi and Martin 2007,
Crawford and Wells 2011). Par exemple, la fragmentation de I’ADN obser-
vée dans une cellule apoptotique est liée a l'activation d’'une DNase (DFF,
DNA Fragmebtation Factor) par la caspase-3. La caspase-3 permet le clivage
de DFF, donnant une forme active de cette DNase, et conduisant ainsi a la

fragmentation de I’ADN (Liu et al. 1998). Toutefois il n’est pas encore clair
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Fig. 1.7. Les caspases initiatrices et effectrices chez la Drosophile et les mam-
miferes. Seules les caspases ayant une activité démontrée dans I'induction de la mort cel-
lulaire sont présentées. Small (petite) et Large (grande) sous-unités, ainsi que les domaines
d’interaction protéiques (comme DED et CARD) sont présentés. La taille des différents
domaines est arbitraire et n’est pas proportionnelle a la longueur réelle de ces domaines.

quant aux substrats requis pour la progression de I’apoptose et comment les
caspases provoquent les phénotypes observés lors de ’apoptose (condensation
de la chromatine, rétraction cellulaire...)(Fig. 1.6).

Toutes nos cellules contiennent la machinerie apoptotique permettant
leurs destructions. Cependant, de nombreuses cellules évitent ’activation de
I’apoptose pendant de nombreuses années voir méme au long de toute une
vie dans le cas de certains neurones. C’est pourquoi des programmes tres

robustes existent pour éviter toute activation aléatoire des caspases.
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1.2.4 LES VOIES D’ACTIVATION DE L’APOPTOSE : LES VOIES

INTRINSEQUE ET EXTRINSEQUE

L’induction des caspases est régulée par deux différentes voies de signali-
sation chez les mammiferes et qui dépendent de 'origine du signal de mort :
les voies intrinseque et extrinseque. La voie extrinseque met en jeu des ré-
cepteurs de mort de la famille TNF (Tumor Necrosis Factor). Ces récepteurs
répondent a des signaux de mort extérieurs. La voie intrinseque implique les
mitochondries et est activée en réponse a des signaux internes tels que le
stress oxydatif, les chocs thermiques ou les signaux développementaux.

Ces deux voies d’induction de I'apoptose ont été identifiées aussi chez la
mouche :

— Le signal extrinseque de mort passe par le ligand Eiger, un membre de
la famille TNF et son récepteur Wengen. L’induction de cette mort se
fait via la voie de signalisation Junk. D’ailleurs la voix JNK est connue
pour activer les caspases (Moreno et al. 2002). Toutefois la mort induite
par cette voie n’est pas completement sauvée par l'expression de p35,
suggérant que cette mort pourrait étre indépendante des caspases (Igaki
et al. 2002).

En réponse a un stress oxydatif, génotoxique ou lors de phase déve-
loppementale, 'apoptose peut étre activée au sein de la cellule via une
voie intrinseque. Chez les mammiferes la mitochondrie joue un role pi-
vot dans cette voie. Des facteurs clés sont contenus dans la mitochon-
drie comme le Cytochrome-c ou SMAC/Diablo. Lorsque I’apoptose est
induite, ces facteurs sont libérés de la mitochondrie. Le Cyt-c va per-
mettre la multimérisation de Apafl. Ce complexe va alors recruter la
caspase-9, ce qui va former "'apoptosome. La caspase-9 peut alors s’au-
toactiver et ensuite activer les caspases effectrices (Shi 2008).

Chez la Drosophile le role de la mitochondrie est controversé. Les ho-

mologues de I'apoptosome ont été identifiés chez la Drosophile, toutefois le

38



role du Cyt-c dans I'activation de ’apoptose est limité. Par exemple I'inac-
tivation du Cyt-c par RNAi ne permet pas d’éviter I’apoptose induite par
grim, rpr ou un stress oxydatif (Zimmermann et al. 2002). Des expériences
in vitro ont montré aussi que le Cyt-c n’était pas requis a l'activation de
DRONC et DRICE. Aussi, I'expression ectopique du Cyt-c n’induit pas les
caspases (Dorstyn et al. 2004). Cependant le Cyt-c serait requis de maniére
tissu-spécifique pour l'activation des caspases et 1’élimination des cellules in-
terommatidiales lors du développement de la rétine de Drosophile (Mendes
et al. 2006). Pour le moment, les mécanismes qui permettent I’activation de
I’apoptosome indépendamment du Cyt-c restent a étre éclaircis.

Il a été proposé en revanche un modele chez la mouche qui consisterait
a réguler Pactivité des caspases par des protéines appelées TAPs (Inhibitor
of Apoptosis Proteins) (Salvesen and Abrams 2004, Steller 1995). Selon ce
modele, 'apoptosome serait activé de maniere constitutive et I'activation des
caspases par les IAPs. Ainsi en présence d’'un signal apoptotique, les IAPs

seraient inhibés résultant en 'activation des caspases.

1.2.5 Lgs IAPs (INHIBITOR OF APOPTOSIS PROTEINS)

Dans les cellules saines, les caspases sont exprimées mais leur activation
est inhibée par les protéines IAPs. Ces protéines ont été initialement décou-
vertes chez certains virus. Les virus doivent en effet maintenir une cellule en
vie en bloquant ’apoptose pour permettre la dissémination des virions. Par
exemple la protéine p35 du baculovirus a cette faculté de bloquer les caspases
effectrices (Clem et al. 1996). Chez la Drosophile, deux IAPs sont connues :
DIAP1 et DIAP2. Par exemple, DIAP1 limite I'apoptose développementale
dans l'ceil de Drosophile (Hay et al. 1995).

Les TAPs bloquent les caspases soit en se fixant a elles, soit en induisant
leur dégradation apres ubiquitination. En se fixant aux caspases, les IAPs

peuvent soit bloquer le clivage du zymogene et donc son activation, soit blo-
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quer directement les caspases activées en empéchant le clivage des substrats
cibles. Par ailleurs les IAPs ont une activité E3 ubiquitine ligase, permettant
de cibler au protéasome des protéines pro-apoptotiques. Par exemple, DIAP1
régule I'apoptose en ubiquitinylant la caspase effectrice Dronc (Wilson et al.
2002). Les niveaux cellulaires des IAPs déterminent les différences de sensi-
bilité aux stimuli induits par ’apoptose. Pour cette raison, la régulation du

niveau des [APs devient un enjeu majeur dans les mécanismes d’apoptose.

1.2.6 LES PROTEINES ANTAGONISTES DES TAPS : LES PROTEINES
RHG

Chez la Drosophile, les principaux inducteurs de ’apoptose sont les inhi-
biteurs des IAPs. On compte trois inhibiteurs des IAPs : reaper (rpr), hid,
et grim (appelées par la suite protéines RHG). Chacun a la faculté d’activer
I’apoptose. L’expression ectopique de rpr conduit par exemple a un exces
d’apoptose (Nordstrom et al. 1996). Ce phénotype est sauvé par I'expres-
sion de p35 ce qui montre que c’est une mort totalement dépendante des
caspases. Quatre homologues antagonistes des IAPs ont été décrits chez les
mammiferes : Smac/Diablo, Omi/HtrA2, Arts et Survivin. Ces quatre pro-
téines peuvent supprimer la liaison des IAPs aux caspases et ainsi induite la
mort cellulaire (Salvesen and Duckett 2002).

Chez la Drosophile, reaper, hid et grim peuvent inhiber les IAPs de deux
manieres. Ils peuvent se lier aux TAPs via un domaine IBM (TAPs binding
motif), ce qui entraine la titration des IAPs qui ne peuvent alors plus inhiber
les caspases. Ce domaine IBM est retrouvé chez les mammiferes et a permis
d’identifier les homologues mammiferes des protéines RHG. Autrement, les
protéines RHG peuvent promouvoir I'ubiquitination des IAPs, ceci via leur
domaine RING. L’'ubiquitination des IAPs conduit a leur dégradation. Ainsi,
Rpr induit 'autoubiquitination de DIAP1 qui est ensuite dégradé (Ryoo et al.
2002). En inhibant les IAPs, les protéines RHG suppriment l'inhibition des
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IAPs sur les caspases, conduisant a I'apoptose. Ainsi par exemple, la surex-
pression de hid induit I'activation de DCP-1 grace a l'inhibition de DIAP1
(Wang et al. 1999). Une étude a enfin montré qu'un mécanisme par lequel
les protéines RHG pourraient diminuer le niveau des IAPS serait d’induire
une suppression générale de la traduction des protéines (Yoo et al. 2002).
Les protéines RHG ont par conséquence plusieurs roles dans la régulation
de I'apoptose développementale. L’inactivation d'un des trois membres des
protéines RHG supprime partiellement ’apoptose (Zhou et al. 1997, Grether
et al. 1995). Ce qui montre que les protéines RHG ont des roles redondants.
Cependant dans certains contextes certains RHG peuvent étre spécifiquement
impliqués. Par exemple, dans I'ceil de Drosophile, la mutation de hid inhibe
totalement la mort développementale dans la rétine. Aux stades pupaux les
caspases sont completement inactivées, ce qui conduit a la présence de cel-
lules interommatidiales en exces (Yu et al. 2002). Au contraire rpr et grim
sont impliqués dans la régulation de la mort au cours du développement du
systeme nerveux central au cours du développement larvaire. Les mouches
mutantes pour rpr ont un systéme nerveux beaucoup plus large di a une ab-
sence de mort de certains neuroblastes (Peterson et al. 2002). Les protéines
RHG sont ainsi des régulateurs de 'apoptose ayant dans certains contextes

des roles spécifiques.

1.2.7 LA REGULATION DES PROTEINES RHG

Les protéines RHG interviennent en aval dans le controle de 'apoptose. 11
est ainsi important de comprendre comment elles sont régulées. L’activité des
protéines RHG est régulée par leur localisation dans la cellule, leur dégrada-
tion ou encore au niveau transcriptionnel. Chez les mammiferes, ’activation
des protéines RHG nécessitent leurs imports dans la mitochondrie afin de
cliver leur extrémité N-terminal et exposant ainsi leur domaine IBM (IAP-

Binding Motif). Chez la Drosophile, tout comme chez les mammiferes, les
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protéines RHG peuvent étre localisées a la mitochondrie apres un stimulus
apoptotique (Abdelwahid et al. 2007, Freel et al. 2008, Claveria et al. 1998).
Cependant, le role de la localisation mitochondriale des protéines RHG chez
la Drosophile dans leur fonction pro-apoptotique reste débattu. Tout d’abord
une étude sur la mort de la cellule gliale au cours du développement des soies
montre que Reaper et Grim doivent étre localisés a la mitochondrie pour
activer la mort. La surexpression de grim par ailleurs entraine la fragmen-
tation de la mitochondrie et la mort de la cellule (Wu et al. 2010). De plus
rpr nécessite la présence de Hid pour étre recruté a la membrane mitochon-
driale et activer la mort (Sandu et al. 2010). Plus important, affecter les
mécanismes de fission mitochondriale inhibe la mort induite par rpr et hid
(Abdelwahid et al. 2007, Goyal et al. 2007). Rpr régule la mort cellulaire en
intervenant directement sur la fusion mitochondriale (Thomenius et al. 2011).
Ces résultats suggerent que les protéines RHG nécessitent d’étre localisées a
la mitochondrie pour activer la mort.

D’un autre coté, des études ont montré que la localisation mitochondriale
des protéines RGH n’était pas nécessaire a leur activité pro-apoptotique.
Une étude a ainsi montré que rpr pourrait activer ’apoptose seulement en
dégradant les IAPs et sans perméabilisation de la mitochondrie ou relargage
du Cytochrome-c (Tait et al. 2004). Ainsi le possible role de la localisation
mitochondrie de Rpr dans la régulation de I’apoptose chez les insectes reste
débattu. Par ailleurs, il s’avere que les protéines RHG sont régulées transcrip-
tionnellement, indépendamment de la mitochondrie. Par exemple, Rpr et Hid
contiennent un site de fixation p53 dans leur promoteur. Il a été montré que
I'expression de Rpr et Hid suite a une irradiation dépendait de p53 (Brodsky
et al. 2004, Sogame et al. 2003, Dichtel-Danjoy et al. 2013).11 s’avere en tout
cas que les mécanismes permettant la régulation des protéines RHG ne sont
pas parfaitement conservés au cours de I'évolution. Chez les mammiferes la

localisation mitochondriale des protéines RHG est centrale, alors que chez
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les insectes il semble que les protéines RHG soient régulées transcriptionnel-
lement (Fig. 1.8).
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Fig. 1.8. L’apoptose chez la Drosophile. La mort cellulaire chez la Drosophile implique
trois genes inducteurs de mort : hid, pr et grim. Ces genes sont régulés par des signaux
développementaux ou des stress environnementaux. Hid est négativement régulé par la voie
Rasl/MAPK (signal de survie EGFR) alors que Rpr est régulé par p53. Eiger (signal de
mort), peut aussi activer la mort en se fixant & wengen (récepteur Tumor Necrosis Factor),
ceci via la voie JNK (Jun N-terminal kinase). Rpr, Hid et Grim contrélent I’activation
des caspases par différents moyens : la formation d’un apoptosome contenant notamment
DARK (Drosophila Apaf-1 Related Killer), 'inhibition d’inhibiteurs de caspases dIAPs
(Drosophila Inhibitor of Apoptosis), et le relarguage du Cytochrome-c. La Drosophile
comprend deux membres de la famille Bcl-2 : Bax/Debcl et Bel-2/Buffy. Bax induit la
mort indépendamment des protéines RHG. Bcl-2 intéragit physiquement avec Bax pour
bloquer 1’apoptose. Sept caspases sont connues chez la Drosophile (Dcpl, Dredd, Drice,
Dronc, DECAY, DAMM et Strica. Drice et Dcpl sont les caspases effectrices les plus
abondantes et ont des séquences proches de leur homologue caspase 3 chez les mammiferes.
Dredd et Dronc sont les deux caspases initiatrices. Les fleches indiquent les intéractions
stimulatrices alors que les barres-T indiquent des interactions inhibitrices.

44



1.3 split ends (spen)

1.3.1 LA DECOUVERTE DU GENE split ends (spen)

La premiere mutation affectant le gene spen a été identifiée en 1995 dans
un crible sur des geénes requis pour la régulation de la longueur et la fascicu-
lation des axones dans le systeme nerveux périphérique (SNP) de I’embryon
de Drosophile (Kolodziej et al. 1995). On définit la fasciculation comme le
processus au cours duquel les neurones qui se développent ensemble s’asso-
cient en se chevauchant pour atteindre leurs cibles. Dans un embryon sau-
vage, les neurones latéraux chordotonaux (lch) sont des neurones sensoriels
au nombre de 5 par groupe et situés dans chaque hémisegment abdominal.
Un hemisegment est une moitié bilatérale d'un segment embryonnaire et est
I'unité développementale du systeme nerveux. Au cours du développement
du SNP, ces neurones projettent des axones qui vont rejoindre leurs cibles
dans le systéme nerveux central (SNC). Dans ce contexte, une perte de fonc-
tion du gene spen conduit a des défauts d’innervation, un nombre réduit de
neurones Ich et une défasciculation des axones des neurones Ich, d’ou le nom
de split-ends (fourche...). Dans cette étude, spen a uniquement été identifié
dans le crible, aucune analyse détaillée de ses fonctions moléculaires n’a été
réalisée (Fig. 1.9).

Des travaux plus récents ont montré quune dérégulation de la voie de
signalisation Notch serait a l’origine du phénotype des neurones latéraux
chordotonaux (Kuang et al. 2000). La mise en place des groupes de neu-
rones chordotonaux se fait en effet par inhibition latérale via la voie Notch
a partir d'un groupe de cellules précurseur exprimant le gene pro-neuronal
atonal. Ces trois précurseurs sont isolés du tissu par inhibition latérale, se
différencient en neurones puis vont alors recruter les deux derniers neurones
a partir de tissus ectodermiques adjacents (Artavanis-Tsakonas et al. 1999).

Dans des embryons mutants pour spen, le bon nombre de neurones chordo-
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robo mutant ~ spen mutant

Fig. 1.9. L’inactivation de spen affecte la fasciculation des axones sensoriels
dans I’embryon de Drosophile.(a) Vue latérale des groupes de neurones sensoriels
dans un embryon au stade 16. Les neurones sont marqués avec un anticorps souris 22c10.
d= neurones dorsaux, lI=neurones latéraux, v et v’=neurones ventraux. CNS=systéme ner-
veux central. La fleche indique les nerfs intersegmentaux. (b) embryon au stade 16 marqué
avec un anticorps souris 49C4. Cet anticorps marque 4 des 5 neurones latéraux chordoto-
naux (Ich). (tch= neurones thoraciques chordotonaux). La téte de fleche indique I’axone
qui émane des groupes de neurones pour rejoindre ventralement le CNS. (¢) Défascicula-
tion observé dans un embryon homozygote mutant pour le gene robo. Le phénotype est
sensiblement le méme pour un mutant spen. On note que pour les mutants spen ou robo,
les axones bien que défasciculés finissent par atteindre leur cible (CNS) dans 100% des
cas. (d) est un agrandissement de (c) montrant (fleche blanche) la terminaison scindée en
deux (split-ends). Dans cette figure, la partie antréieure de ’embryon est & gauche et la
partie dorsale en haut. La barre d’erreur (b) représente 25 p m. Images de (Kolodziej et al.
1995).
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tonaux n’est pas respecté dans chaque groupe de neurones. Certains groupes
ont plus de cing précurseurs, d’autres moins (Kuang et al. 2000). Ces aber-
rations en terme de nombre de cellule peuvent etre expliquées soit par un
défaut lors du recrutement des précurseurs, soit par un défaut de I'inhibition
latérale de Notch (voir chapitre Notch). La derniere hypothese est confortée
par la diminution de I’expression du facteur de transcription spécifique de la
voie Notch, suppressor of hairless [Su(H)|. Dans ce contexte, spen apparait
essentiel au maintien positif de 'activité de la voie Notch.

Par ailleurs, les cellules gliales sont nécessaires dans l’embryon pour la
mise en place des systemes nerveux central et périphérique en particulier au
cours des processus de guidance axonale. En condition normale, les cellules
gliales migrent a des places précises pour assurer ce role. Dans un mutant
spen, les cellules gliales ne migrent pas correctement et ont des problemes
de survie. Il en résulte un défaut du nombre de cellules gliales associé a des
probléemes de guidance axonale plus tard au cours du développement (Chen
and Rebay 2000).

1.3.2 LES ROLES PLEIOTROPES DE spen

Spen est connu comme intervenant dans de nombreux processus biolo-
giques au cours du développement. Ainsi I’étude de ces différents roles permet
de mieux cerner la fonction de cette protéine. Toutefois le role pléiotrope de
spen en plus de son role dans de nombreuses voies de signalisation rend son
étude délicate.

Plusieurs études ont mis en évidence le role de spen dans la régulation
de la voie EGF (MAPK). Des alléles de spen ont été trouvés lors d’un crible
visant & identifier des acteurs de la voie EGF (Rebay et al. 2000). Comme
nous le verrons dans la partie ci-apres sur le role de spen dans le dévelop-
pement de la rétine, des mutations de spen modifient le phénotype induit

par la surexpression d’une forme activée de yan, un facteur de transcription
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de la voie EGF. La surexpression de yan, via le driver sevenless-GAL4 (sev-
GAL4), donne un aspect rugueux a ’ceil de Drosophile. Sevenless est exprimé
dans les photorécepteurs 3, 4 et 7 ainsi que dans les cellules cones. Plusieurs
alleles de spen aggravent ce phénotype suggérant un role activateur de spen
sur la voie EGF (Chen and Rebay 2000). Par la suite, une étude a confirmé
le role de régulateur positif de spen de la voie EGF au cours du développe-
ment de I'ceil de Drosophile (Doroquez et al. 2007). Cependant des alleles de
spen sont apparus comme aggravant le phénotype oeil rugueux de mouches
exprimant une forme active de la kinase RAF (sev-Raft°™¥?) (Dickson et al.
1992; 1996). Cela indiquerait que spen pourrait étre un régulateur négatif de
la voie EGF dans certains contextes, méme si la nature de cette interaction
reste peu claire.

Des alleles de spen ont été identifiés dans plusieurs cribles sur des fac-
teurs impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. Des mutations de spen
aggravent le phénotype ceil rugueux induit par la surexpression de dE2F
et dDP avec le driver GMR-GAL4 (GMR-dE2FdDP). La surexpression de
ces protéines entraine un exces de division cellulaire a cause de I'induction
d’entrée en phase S (synthese) du cycle cellulaire (Du et al. 1996, Staehling-
Hampton et al. 1999). Par ailleurs, des mutations affectant le gene spen ont
été identifiées dans un autre crible chez la Drosophile, cette fois en exprimant
ectopiquement dans la rétine la cycline-E (sev-CycE) (Lane et al. 2000). Ces
trois études suggerent que spen pourrait intervenir dans la régulation du
cycle cellulaire, méme si uniquement des liens génétiques ont été établis. Il
peut alternativement étre proposé que spen régulerait le nombre correct de
cellules via un role dans la mort cellulaire, ce qui conduirait a des phénotypes
similaires a ceux décrits précédemment.

Spen est aussi requis durant le développement de I’embryon. Un crible
a en effet montré que spen interagissait avec le gene homéotique deformed

(dfd). Spen permet le développement de sclérite (les sclérites sont des plaques
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en chitine formant 1’exosquelette des arthropodes) au niveau de la téte et em-
péche le développement de sclérites au niveau du thorax (Gellon et al. 1997,
Wiellette et al. 1999). Une étude plus tard montrera que les défauts épithé-
liaux (sclérite) trouvés dans les mutants spen proviennent de la réparation
suite a des défauts dans 'épithelium (Mace et al. 2005). On note qu’en ré-
ponse a ces blessures dans les embryons mutants pour spen la voie des MAPK
est activée.

Enfin, une étude chez la Drosophile a montré par analyse clonale que
spen est aussi impliqué dans la polarité planaire et dans la formation et le
positionnement des soies (Mace and Tugores 2004).

L’ensemble de ces travaux montrent que la protéine Spen est impliquée
dans de nombreux et différents processus biologiques. Nous allons décrire plus

en détail les travaux autour du role de cette protéine dans le développement

de D'ceil.

1.3.3 ROLE DE spen DANS LES ETAPES PRECOCES DU DEVELOPPEMENT

DE L’@EIL DE DROSOPHILE

Alors que plusieurs études dans les années 1990 ont mis en évidence des
roles de spen au cours de I'embryogenese de la Drosophile, I'implication de
spen dans le développement de 1’ceil de Drosophile a été découverte seulement
en 2000. Comme nous 'avons mentionné précédemment, un crible visant a
identifier des genes agissant en aval de la voie de signalisation des MAPK
(Rebay et al. 2000) a en effet montré le role putatif de spen dans la diffé-
renciation des photorécepteurs au cours du développement de la rétine. La
voie RTK/Ras/MAPK régule un large panel de processus développementaux
comme la différentiation cellulaire des photorécepteurs (PR) et des cellules
cones de la rétine (van der Geer et al. 1994). Des acteurs requis pour l'acti-
vation de RAS ou activant les MAPK ont été découverts dans de nombreux

cribles, mais peu de genes en aval de cette voie son connus. Dans cette pre-
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miere étude, les auteurs ont surexprimé une forme activée de yan, un an-
tagoniste de la voie RTK/Ras/MAPK et agissant en aval des MAPK, dans
I’ceil de Drosophile a I'aide du driver sevenless-GAL4. Yan étant essentiel a
la différenciation de certains photorécepteurs et des cellules cones, la surex-
presion d’une forme activée de ce gene dans 1’oeil donne un phénotype ceil
rugueux. La mutation de spen aggrave le phénotype ceil rugueux, suggérant
que spen est un potentiel activateur de la voie des MAPK (Rebay et al. 2000).
Plus tard, un autre crible a montré que spen interagissait génétiquement avec
le gene corkscrew, protéine connue pour transduire les signaux générés par
l'activation des MAPK (Firth et al. 2000).

En parallele de la voie des MAPK, la voie de signalisation Wingless (Wg)
est requise pour modérer l'initiation et la progression du sillon morphogé-
nétique. Ainsi, dans la larve, au cours du développement de l'ceil, dpp (dé-
capentaplégique) inhibe l'expression et la diffusion de Wg. Wg est exprimé
aux bords dorso et ventraux du disque d’ceil ou il inhibe I'initiation du sillon
morphogénétique (Ma and Moses 1995, Treisman and Rubin 1995). Lorsque
dpp est muté, le domaine wingless est fortement élargi résultant en une in-
hibition du sillon morphogénétique et une réduction de la différenciation des
photorécepteurs. L’ceil adulte obtenu est ainsi beaucoup plus petit qu'un ceil
sauvage (Chanut and Heberlein 1997). Ce phénotype de I'ceil est en partie
corrigé en réduisant I'activation de la voie Wg (Treisman and Rubin 1995).
Une étude a montré qu’inhiber spen (méme en inactivant une seule copie du
gene (mouche hétérozygote) restaurait la différenciation des photorécepteurs
et le petit ceil d’'un mutant dpp (Lin 2003). Ces études suggerent que spen
est un activateur de la voie Wingless au cours du développement de 1’ceil.

Plusieurs études ont montré que ’expression de dominant négatifs de spen
(domaine SPOC seul, ce domaine est décrit par la suite) montrait des phé-
notypes plus forts que des mutants spen (Lin 2003, Chen and Rebay 2000).

Cela indiquerait que spen pourrait avoir un partenaire génétique redondant
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II Spen (mouche) 5533 AA SPOC

Sharp (homme) 3664 AA

i—IH 100%

Mint (souris) 3643 AA

Spenito (mouche) 793 AA

 56% J
. 100% J
Rbm 15 (homme) 3664 AA i—m—m

Ottl (souris) 953 AA

Fig. 1.10. Représentation schématique des membres de la famille de spen. La
taille des schémas est proportionnelle a la taille prédite des protéines. Chaque membre pos-
séde un domaine RRM (RNA Recognition moitf) en extrémité N-terminal et un domaine
SPOC (Spen Paralogue Orthologue C-terminus). Les pourcentages indiquent le degré de
conservation des domaines SPOC comparé & la protéine SHARp (humaine). Ondistingue
clairement les deux sous-classes “grande” et “petite” de la famille de spen.

partageant le méme domaine fonctionnel SPOC. Dans la famille des pro-
téines a domaine SPOC, il existe deux sous-classes en fonction de la taille
des protéines : la Grande sous-classe (longue protéines) et la Petite sous-classe
(courtes protéines). La Grande sous-classe comprend Spen chez la mouche,
Sharp chez 'homme et Mint chez la souris. La Petite sous-classe comprend
Spenito chez la mouche, et Ottl chez 'homme et la souris (Fig. 1.10).

Chez la Drosophile la surexpression de spenito perturbe I'organisation de
I’ceil de Drosophile avec un effet décrit tour a tour antagoniste et agoniste de
spen. En effet, la surexpression de nito donne le méme phénotype que 1'ex-
pression d’un dominant négatif de spen (Jemc and Rebay 2006). Cependant
un autre groupe a montré que spenito pouvait agir en synergie avec spen
dans le disque d’ceil pour activer la voie Wingless (Chang et al. 2008). En
conclusion, nous sommes pour le moment loin d’avoir compris les interactions

et les roles des liens entre spen et spenito.
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Pour terminer la description des résultats sur les relations entre spen et
le développement de I'ceil de Drosophile, une équipe a étudié et analysé la
complexe relation entre spen, et les voies Notch et EGF au cours du dévelop-
pement larvaire de I'ceil (Doroquez et al. 2007). En analysant des rapporteurs
de ces deux voies en particulier dans des tissus mutants pour spen, les au-
teurs ont montré que spen antagonise la voie Notch et favoriserait 'activité
de la voie EGF. Les voies Notch et EGF étant centrales pour la régulation
du développement de I'ceil, spen aurait comme fonction d’intégrer les signaux

venant de ces deux voies afin d’assurer un développement correct de 1'ceil.

1.3.4 STRUCTURE MOLECULAIRE DE SPEN

Chez la Drosophile, le locus de spen s’étend sur plus de 44kb et est prédit
pour coder 3 longues isoformes, provenant de différents sites d’épissage. En
théorie, ces trois isoformes sont traduites chacune en protéine de plus de 5400
acides aminés et font en moyenne 595 kDa (Fig. 1.10).

Chez la Drosophile, spen code pour une protéine ubiquitaire et nucléaire
chez ’embryon et la larve (Kuang et al. 2000, Chen and Rebay 2000, Wiellette
et al. 1999). Spen fait partie d’'une grande famille de protéines parfaitement
bien conservées du nématode jusqu’a I’homme. Chaque membre de cette
famille contient deux domaines fonctionnels caractéristiques : un domaine
SPOC (Spen Paralogue Ortholog C-terminus) en C-terminal, et trois do-
maines RRM (RNA-Recognition Motifs) en tandem en extrémité N-terminal.
Plusieurs laboratoires ont tenté de comprendre le role exact de ces domaines,

mais leur fonction reste encore incertaine.

Le domaine RRM

Le domaine RRM est impliqué dans de nombreux processus biologiques

impliquant ’ARN : stabilité, épissage, transport, traduction (Siomi and Drey-
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fuss 1997). Le domaine RRM est un domaine liant ’ADN tres conservé d’en-
viron 22 acides aminés (Burd and Dreyfuss 1994). Chez la Drosophile la
présence de domaine RRM n’est pas spécifique a la famille du gene spen. Par
exemple, I’établissement de la polarité dorso-ventrale de I'oocyte nécessite un
signal de la protéine contenant un domaine RRM squid afin de spécifier la
localisation de ’ARNm codant pour le ligand de EGFR, gurken (Kelley 1993,
Matunis et al. 1994). Un autre exemple de protéine a RRM est la protéine
Elav (embryonic lethal abnormal visual system). Cette derniere est exprimée
dans tous les neurones de la Drosophile et est requise pour déterminer et
maintenir 'identité neuronale (Robinow and White 1991). Chez la souris le
domaine RRM des homologues de spen semble avoir un role beaucoup plus
direct dans la régulation de la transcription. Ainsi Mint (Msx2-Interacting
Nuclear Target) se lie a des séquences ADN précises. Par exemple Mint se
lie au promoteur de 'ostéocalcine pour directement réguler sa transcription
(Newberry et al. 1999).

Cependant ce domaine ne se limite pas aux simples interactions avec
I’ARN. Le domaine RRM peut également induire des interactions protéine-
protéine ou protéine-ADN (Samuels et al. 1998, Maris et al. 2005). Ainsi,
l'orthologue humain de spen, SHARP (SMRT/HDACI associated repressor
protein) et son paralogue Ottl (One Twenty-Two 1)/Rbm15 (RNA-Binding
protein 15) peuvent interagir avec des complexes du spliceosome dont la
fonction est de dégrader les protéines (Zhou et al. 2002). Ce qui suggere un
role de cette famille de protéine a domaine RRM dans Iépissage. En outre, le
domaine SPOC semble lui aussi pouvoir jouer un role dans 1’épissage. Ainsi,
une autre protéine humaine orthologue de spen, Ott3 est un facteur qui agit
apres la transcription pour empécher I'accumulation d’ARN épissés dans un
contexte d’infection par le virus oncogene EBV (Hiriart et al. 2005). Cette
action se fait par I'interaction entre le domaine SPOC de Ott3 et le domaine

N-terminal de EB2, une protéine du virus EBV. Dans la méme étude, les
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auteurs ont également montré que SHARP et Ottl peuvent se lier a EB2.
Toutefois rien n’est décrit quant a 'implication du domaine RRM dans ce
cas.

Pour finir, le domaine RRM ne semble pas étre limité a interagir avec les
processus conventionnels liés & ’ARN. Le domaine RRM de SHARP inter-
agit par exemple avec un ARN non codant appelé SRA, un activateur des
récepteurs stéroide. SRA active la voie des hormones stéroides en se liant aux
activateurs des récepteurs (Hubé et al. 2011). Sharp séquestre ce co-activateur

limitant ainsi le signal des hormones stéroides.

Le domaine SPOC

Le domaine SPOC est extrémement bien conservé au cours de ’évolution.
Toujours placé a I'extrémité C-terminal de la protéine, il comporte 168 acides
aminés. La protéine humaine SHARP a été d’abord identifiée dans un crible
double-hybride utilisant SMRT (Steroid mediator for retinoid and thyroid
hormone receptor) comme appat, d’ott son nom SHARP (SMRT/HDAC1 As-
sociated Repressor Protein). L’interaction entre le domaine SHARP et com-
plexe SMRT /NCoR a été validée par cristallographie (Ariyoshi and Schwabe
2003). SHARP est décrit comme un régulateur transcriptionnel interagissant
directement avec SMRT mais aussi cinq membres du complexe NuRD (un
complexe de désacétylation de la chromatine) incluant HDAC1 et HDAC2
(Shi et al. 2001). Les expériences menées dans cette étude ont permis de
mettre en évidence un modele d’action de SHARP quant a la régulation des
récepteurs a cestrogene. Ils ont montré que SHARP contenait un domaine
RID (receptor interaction domain) qui pouvait fixer le récepteur a hormone.
Ainsi, en I'absence de ligand (cestrogene), SHARP se lie au récepteur et re-
crute ainsi le complexe NuRD (désacétylation de 'ADN), ce qui empéche
toute transcription de genes cibles. En présence de ligand, SHARP n’est plus

lié au récepteur, libérant ainsi la chromatine.
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Le méme genre de scénario est aussi rencontrer chez le nématode c. ele-
gans. Le récepteur nucléaire DAF-12, connu pour son role dans le métabo-
lisme des lipides ou le vieillissement est régulé par DIN-1S, un membre de la
famille de spen (Ludewig et al. 2004). Toutefois les protéines de la famille de
spen ne se lient pas uniquement a des récepteurs nucléaires. Par exemple Mint
(homologue de spen chez la souris) réprime la trans-activation du collagene
de type II via son interaction avec CRYBP1 (Yang et al. 2005). Un autre
exemple des plus importants est 'interaction entre les homologues de spen et
les membres de la voie Notch. Chez la souris, MINT interagit avec RBP-J et
empéche par compétition la fixation du domaine Notch™™? (voir section 1.4).
Cela a pour conséquence de bloquer 'activation de la voie Notch (Kuroda
et al. 2003). L’homologue humain de spen, Sharp interagit avec RBP-J(k)
in wvitro. Sharp serait ainsi un membre du complexe de répression de la voie
Notch recruté par RBP-J(k) (Oswald 2002).

Pour finir, certaines études mettent en avant une possible homodimérisa-
tion des domaines SPOC. Chez la souris, une étude montre que les domaines
C-terminaux de Mint interagissent in wvitro et in vivo. La surexpression du
domaine SPOC seul agit comme un dominant négatif et empéche l'inacti-
vation transcriptionnelle de Notch (Li et al. 2005). Par ailleurs une étude a
montré que SHARP pouvait étre phosphorylé par Pakl (p2l-activated ki-
nase 1), une sérine/thréonine kinase proche du domaine SPOC et que cette
phosphorylation était importante pour la répression par SHARP des cibles
de la voie Notch, peut-étre via la formation de monomeres (Vadlamudi et al.
2005).

1.3.5 LA FAMILLE DE spen ET LES PROBLEMES DEVELOPPEMENTAUX

Spen est un régulateur centrale de plusieurs voies de signalisation. Il n’est
alors pas surprenant que des défauts au niveau de ce geéne conduisent a des

troubles développementaux ou méme des pathologies. L’inactivation de spen
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conduit a de graves problemes développementaux a cause de défauts dans la
régulation de la voie Notch. Les homologues de spen chez I’homme et la souris,
Sharp et Mint, respectivement modifient 1’état d’activation de transcription
des cibles de Notch en agissant sur un facteur de transcription. En effet,
Sharp et Mint interagissent tous les deux avec RBP-J(k), 'orthologue chez
les vertébrés de Su(H) (suppressor of hairless) (Kuroda et al. 2003, Oswald
2002). RBP-J(k) est un facteur de transcription ayant deux fonctions : il peut
recruter un complexe de répression limitant 1’activation transcriptionnelle de
Notch, ou recruter un complexe activateur dans le cas ou la voie Notch est
activée (i.e. présence de la forme intracellulaire de Notch) (Tanigaki and
Honjo 2010). A I'heure actuelle, on considere que Mint et Sharp aide a la
répression de Notch en recrutant le complexe CtBP/CtIP sur RBP-J(k).
La régulation au niveau de la transcription est un passage clé pour réguler
tous les signaux venant des différentes voies de signalisation au cours du
développement. Ainsi, la souris KO pour Mint meurt a ’état embryonnaire
(Kuroda et al. 2003). Les phénotypes associés ont été attribués a des défauts
de la voie Notch : problemes musculaires et cardiaques (Kuroda et al. 2003)
et des défauts immunitaires (Tsuji et al. 2007). On note que des phénotypes
similaires sont observés chez des souris mutantes pour Notch (McCright et al.
2001).

Chez la Drosophile spen est un régulayeur positif de la voie Wingless (Lin
2003). Des dérégulations de la voie Wg/Wnt sont a la source de nombreux
cancers, faisant de cette voie une cible dans la recherche de traitement contre
cette maladie (Jamieson et al. 2014). Chez 'Homme certains cancers sont
le résultat de 'activation constitutive du facteur de transcription TCF de
la voie Wnt suite a la stabilisation de son activateur la S-catenin (Polakis
2000). En effet, l'activation de la voie Wnt entraine la stabilisation de la /-
catenin qui peut alors entrer dans le noyau pour activer TCF. Dans des cas de

cancers, la suractivation de genes cibles de TCF suite a la stabilisation de la
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[-catenin sont associés a des niveaux élevés de Sharp. L’implication de Sharp
dans la progression du cancer a été validé en inhibant Sharp par ARNi (Feng
et al. 2007). Enfin des études on mis en avant un role de Sharp/mint et de
0tt1 dans le controle de I'hématopoiese, ceci via le controle de la voie Notch
(Nagel et al. 2009, Raffel et al. 2007). Le controle des voies de signalisation
régulant I’hématopoiese développementale par les membres de la famille de
spen conduisent a des formes de leucémie.

Les membres de la famille de spen controlent plusieurs voies de signa-
lisation développementales ci-bien que n’importe quelle dérégulation dans

Iactivité de ces genes peut causer une pathologie grave.
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1.4 La voie de signalisation Notch

1.4.1 LA VOIE DE SIGNALISATION NOTCH CHEZ LA DROSOPHILE

La voie Notch a été identifiée génétiquement il y a presque 100 ans par
Morgan grace une mouche mutantes présentant des “notches” (encoches) dans
ses ailes. La voie de signalisation Notch fait partie des voies canoniques déve-
loppementales tres conservées et impliquées dans de nombreux processus de
développement chez les métazoaires. En particulier, la voie Notch controle
le “destin cellulaire” (cell fate) via un processus d’inhibition latérale (Ca-
brera 1990). L’inhibition latérale est la capacité qu’a une cellule d’inhiber la
différenciation des cellules I’entourant au sein d’un groupe (Fig. 1.11).

La voie Notch est aussi associée au controle de la neurogénese, de la
morphogénese, de la survie, de la prolifération ou encore de I’établissement
de la polarité planaire de I'ceil de Drosophile (Lai 2004).

Globalement, ’activation de la voie Notch est induite par la fixation d’un
ligand sur le récepteur Notch. Il en résulte un clivage protéolytique de ce
récepteur libérant ainsi le domaine intracellulaire de la protéine (Notch™"#).
Ce domaine intracellulaire sera ensuite transloqué dans le noyau afin d’acti-
ver les genes cibles de la voie en se liant a un facteur de transcription lié a
I’ADN. Alors que 'activation de cette voie est tres linéaire, les mécanismes
nucléaires permettant I’expression des genes cibles se révele étre tres com-
plexes. L’ensemble des étapes de la voie sont détaillées dans les paragraphes
suivants.

Dans la majorité des cas 'activation de la voie Notch se fait en trans,
c’est-a-dire que la cellule exprimant le ligand du récepteur Notch est différente
de celle recevant le signal. Dans certains cas Notch peut étre activé en cis,
c’est a dire que le ligand et le récepteur sont produits par la méme cellule.
Cette activation de Notch sur la méme cellule permettrait de réguler le signal

émanant (Schweisguth 2004, Fig. 1.12).
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Fig. 1.11. Schéma d’inhibition latérale au sein d’un groupe de neurones en
différenciation. A partir d’'un groupe de neurones (proneural cluster), une des cellules
va se différencier en exprimant plus de Delta (le ligand de Notch) que les autres (B). Les
cellules voisines activeront alors la voie Notch qui bloquera les genes de différenciations
en neurone. NICD=Notch intracellular domain (A). Au final une seule cellule au sein de
chaque cluster sera différenciée (C). Image adaptée de (Formosa-Jordan et al. 2013).
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Fig. 1.12. Structure de Notch et ses ligands. Delta et Serrate possedent des domaines
DSL permettant I'interaction avec le récepteur Notch. Les répétitions EGF-like de Notch
permettent d’intéragir avec les ligands. Dans la partie intracellulaire de Notch, le domaine
RAM (RBPjk Associate Molecule) permet l'interaction dans le noyau avec Su(H). Le
domaine PEST est impliqué dans la dégradation de Notch. Image de (Fitza and Arias
2007).
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Core component C.elegans  D. melanogaster Mammals

Ligand LAG-2 Delta Delta-likel (DLL1)
APX-1 Serrate Delta-like2 (DLL2)
ARG-2 Delta-like3 (DLL3)
Fl16B12.2 Jagged 1 (JAGI)
Jagged 2 (JAG2)
Receptor (Notch) LIN-12 Notch Notchl
GLP-1 Notch2
Notch3
Notch4
Transcription factor LAG-1 Suppressor of CBF1/RBPIx
(CSL) Hairless [Su(H)] RBFL

Fig. 1.13. Tableau présentant les différents composants de la voie Notch(ligand,
récepteur, facteur de transcription) chez le nématode, la mouche et les mammiféres (Lai
2004).

Chez la Drosophile, les ligands de Notch sont deux protéines transmem-
branaires Delta (Dl) et Serrate (Ser) (D’Souza et al. 2008). Les mammiferes
(souris et humain) possedent cing ligands pour Notch. Trois sont proches de
Delta (DLL 1, 3 et 4) et deux sont proches de serrate (Jag 1 et 2) (Radtke
and Raj 2003). DI et Ser codent des protéines transmembranaires de Type I
et contenant des motifs EGF-like dans leur domaine extracellulaire (Véssin
et al. 1987, Fleming et al. 1990 ; Fig. 1.12 et 1.13).

Concernant le récepteur Notch, une seule protéine est présente chez la
mouche alors que 'on trouve quatre récepteurs Notch chez les mammiferes
(Notch 1-4) (Radtke and Raj 2003). Chez la mouche, le récepteur Notch
contient 36 répétitions EGF-like suivies par trois domaines LNR (Cys-rich
Lin-12/Notch Repeat) (Lieber et al. 1993). Au niveau de son domaine intra-
cellulaire, le récepteur Notch contient un site de liaison a RBP-j(k) (RAM
pour RBP-j(k) Association Module), un NLS (Nuclear Localisation Signal),
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et un domaine de transactivation (Aster et al. 1997, Kurooka et al. 1998). Le
récepteur Notch est traduit sous forme d'un précurseur de 300 kDa (p300)
qui sera ensuite clivé au niveau du golgi par des furines. Les deux sous-unités
de Notch s’associent ensuite de maniére non covalente (liées via Ca®") au
niveau de la membrane pour former un récepteur hétérodimérique (Logeat
et al. 1998, Fig. 1.14).

Il est important de noter ici que le récepteur Notch peut étre modifié post-
traductionnellement par I'ajout de sucre au niveau des répétitions EGF-like.
Ces modifications permettent, méme si cela n’est pas encore bien compris
de discriminer les deux ligands. Par exemple, la surexpression de Ofutl, une
O-fucosyl-transférase in vivo entraine une sur-activation de la voie Notch via
le ligand Serrate alors que la voie Delta-Notch est completement inhibée
(Okajima et al. 2003).

La fixation d’un des ligands sur le récepteur Notch conduit a une cascade
de clivages protéolytiques. Le premier clivage dépend de protéases de la fa-
mille ADAM (Sapir et al. 2005). Ce clivage libere le domaine extracellulaire
de Notch (N°** notch extracellular truncation) (Brou et al. 2000). L’action
de Y-secretase va ensuite conduire a la libération du domaine intracellulaire
(Nintra) 1] est intéressant de noter ici que les protéases ADAM peuvent aussi
cliver directement les ligands DI et Ser (Qi et al. 1999, Six et al. 2003). A
I’heure actuelle on ne connait pas la fonction de ces domaines de ligands
clivés, méme il se pourrait par exemple que le domaine extracellulaire de DI

clivé puisse agir comme un ligand sécrété et agir a distance (Qi et al. 1999).

1.4.2 NOTCH DANS LE NOYAU

L’activité de N2 est associée & son interaction avec de nombreux fac-
teurs présents dans le noyau. Le plus important chez la drosophile est sup-
pressor of hairless Su(H) (Schweisguth and Posakony 1992). Cette protéine

a deux fonctions : en I'absence d’activation de Notch, Su(H) agit comme ré-
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Fig. 1.14. Représentation des bases de ’activation de la voie Notch. L’activation
du récepteur Notch par ses deux ligands Delta ou Serrate entraine deux clivages pro-
téolytique de Notch (S2 et S3). Le clivage S3 libére le domaine intracellulaire de Notch
(N1*2) qui va entrer dans le noyau. N2 active alors CSL (Su(H)) qui va recruter des
co-activateurs. En ’absence de signal Notch, CSL est lié a des co-répresseurs qui inhibent
toute transcription des cibles de Notch. Image de (Lai 2004).
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presseur transcriptionnel, alors que lorsque Notch est activé Su(H) devient
un activateur de la transcription (Waltzer et al. 1995, Hsieh et al. 1996).
Cette propriété peu commune permet a Su(H) d’avoir des effets différents
sur les mémes genes cibles de maniere Notch dépendante. Par exemple, chez
I'embryon lors de la formation du mesectoderme, Su(H) active le gene sin-
gleminded (sim), alors qu’il va l'inhiber dans le tissu voisin (neurectoderme)
ou la voie Notch n’est pas activée (Morel et al. 2003).

Lorsque Notch n’est pas activé et que Su(H) inhibe la transcription, Su(H)
se trouve au sein d'un complexe composé de plusieurs co-répresseurs. Chez
les vertébrés, ’homologue de Su(H) est RBP-j(k)/CBF-1 et inhibe la trans-
cription en se liant a plusieurs co-répresseurs : SMRT, NCoR, CIR et KyoT2.
Un complexe répresseur se constitue ensuite avec Sin3a, SAP18, HDACs et
Sharp/mint (Oswald 2002, Kao et al. 1998). Méme si 'engagement du com-
plexe activateur N /Su(H) est central pour 'activation des cibles de Notch,
les cibles de Notch ne sont pas activées partout ot Notch est lui-méme activé.
Cette spécificité est due a la régulation dans le noyau par des co-activateurs
ou co-répresseurs d’autres voies de signalisation. Par exemple, lors du recru-
tement des cellules cones dans la rétine de Drosophile, le facteur de transcrip-
tion dPax2 est central a la différenciation des cellules cones mais il requiert
des signaux de la voie Notch mais aussi de la voie EGF et du facteur de trans-
cription Lozenge (Flores et al. 2000, voir section suivante sur EGF). Enfin,
la protéine adaptatrice Hairless (H) peut s’associer a Su(H) pour inhiber la
transcription (Schweisguth and Posakony 1994). L’inactivation de H conduit
ainsi a l'expression ectopique de cibles de Notch (Morel et al. 2001). Dans ce
cas 'inactivation des cibles se fait grace aux protéines adaptatrices CtBP et
Gro qui recruteront les HDACs (histone désacétylases) (Nagel et al. 2005).

Lorsque Notch est activé par la fixation d’un ligand, le domaine clivé Ninta
entre donc dans le noyau via son signal NLS (Hsieh et al. 1996) pour se fixer

directement a Su(H) afin de faire passer ce facteur en état d’activateur. L’ac-
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tivation des cibles par Su(H) se fait grace a un co-activateur principal Skip
(Ski-interaction protein) (Leong et al. 2004). Le complexe N /Skip /Su(H)
recrute ensuite d’autres co-activateurs comme HAT (histone Acetyl Transfe-
rase), PCAF ou GCN5 (Wallberg et al. 2002). L’activation des genes cibles
de N pécessite enfin la présence de Mastermind (Mam). Mam compléte
le complexe transcriptionnel N /mam /Su(H) pour activer les cibles (Wall-
berg et al. 2002). La structure crystalline de ce complexe (N2 /mam /Su(H))
a été résolue en 2006 (Nam et al. 2006). Parmi les genes cibles de la voie
Notch on trouve le complexe enhancer of split [E(spl)-C]. Ce complexe est
composé de 13 genes cibles de la voie Notch : sept facteurs de transcription
bHLH (basic Helix-Lopp-Helix) [E(spl)-mB, -mG, -mD, -m3, -m5, -m7, -m8§] ;
quatre protéines Brd (beared) [E(spl)-ma, -m2, -m4, -m6]; le co-répresseur
Gro (Groucho) et le membre de la famille Kazal E(spl)-m1 (Portin 2002).
La classe de facteurs de transcription bHLH est connue pour controler la
transcription de genes pro-neuronaux comme achaete ou scute (Oellers et al.
1994). 11 est important de souligner ici que Notch est souvent associé a la
détermination du destin cellulaire des neurones via le mécanisme d’inhibi-
tion latérale (Fig. 1.11). Cependant Notch a des effets pléiotropes lors du
développement du SNV. Par exemple chez la Drosophile, Notch est requis
au développement des cellules gliales dans I’embryon. Une étude a montré a
I’aide de mutant pour DI que Notch permettait la formation de la glie tout

en inhibant la formation d’autres neurones (Wheeler et al. 2008).

1.4.3 UN EXEMPLE DE PROGRAMME DEVELOPPEMENTAL NECESSITANT

LA VOIE DE SIGNALISATION NOTCH : LA DIVISION ASYMETRIQUE

De nombreux processus développementaux nécessitent l'activation de la
voie Notch (Lai 2004), ici nous présenterons un des plus célebre, la division
asymétrique. La division asymétrique intervient lorsqu’une cellule précurseur

se divise pour donner deux cellules filles différentes. C’est le cas lors de la
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division des cellules précurseurs des organes sensoriels (SOP, sensory organ
precursor). La cellule SOP se divise donnant deux cellules filles toutes les
deux susceptibles de recevoir ou d’envoyer des signaux Notch. Toutefois la
division est asymétrique, ce qui induit un biais dans 1’expression de facteurs
génétiques. Il en résulte que les deux cellules vont avoir des destins différents,
I'une traduire le signal Notch alors que 'autre va le recevoir (Lai 2004).

Ce phénomene intervient en particulier durant la formation des soies de
la Drosophile y compris celles présentes au niveau de la rétine et pour les-
quelles les mutants spen ont un phénotype particulier (Roegiers and Jan
2004)(Fig. 1.15 and 3.4). La division de la cellule SOP donne en effet deux cel-
lules filles plla et plIb. Cependant cette division est asymétrique et Numb et
Neur sont ségrégés uniquement dans la cellules pIIb (Le Borgne and Schweis-
guth 2003). Neur code pour E3 ubiquitine ligase qui active Notch probable-
ment par 'endocytose de Delta et le récepteur Notch lié a Delta. Numb est
une protéine qui inhibe le clivage de N2 Les mécanismes conduisant &
la ségrégation asymétrique de ces facteurs sont mal connus. On sait toute-
fois que dans les neuroblastes par exemple Numb (une protéine associée aux
membranes) est localisée face au cytosol dans la partie basale de la cellule
en division. Les fuseaux mitotiques s’orientent le long de ’axe apico-basal.
Il en résulte que seule la cellule basale regoit numb (Rhyu et al. 1994). Dans
la cellule pIIb Neur va activer DI alors que Numb va inhiber 'activation de
Notch. Il en résulte que la cellule plla va exprimer le récepteur Notch et va
étre compétente pour transcrire le signal alors que pllb exprimera le ligand
et sera inhibée quant a ’activation de Notch. La voie Notch est alors activée
dans la cellule plla résultant en 'activation du complexe E(spl) et 'inhibi-
tion des genes pro-neuronaux (Heitzler et al. 1996). La cellule plla se divisera
pour donner les cellules shaft et socket. La cellule pIIb se divisera pour don-
ner une cellule gliale qui mourra par apoptose (Fichelson and Gho 2003) et

une cellule pIIlb. Cette derniere se divisera alors pour donner une cellule

66



2N Gli
m oD Sl

Socket Hair ~..7 precursor

;
b i e
b, il

Neuron Sheath Neuron

Fig. 1.15. Division asymétrique donnant un organe sensoriel. (A) Le complexe
produisant la soie des mouches est formé de quatre cellules (socket, sheath, neuron, shaft
(soie)). (B) Dans un groupe de neurones indifférenciés, une SOP est choisi par inhibition
latérale (voir Fig 1.11). A partir de ce sop, plusieurs divisions asymétriques vont donner
Porgane final. On note que la cellule gliale meurt par apoptose. La division asymétrique
de Notch est nécessaire a chaque étape : 'inhibiteur de Notch Numb est est distribué de
maniere asymétrique entre les cellules filles (orange). Image de (Koch et al. 2013).

neuronale et une cellule sheath. Ces quatre cellules formeront le complexe

cellulaire qui permettra la formation d’une soie (Simon et al. 2009).

67



1.5 La voie de signalisation du récepteur EGF chez la

Drosophile

La voie de signalisation du récepteur EGF (Epidermal Growth Factor Re-
ceptor, EGFR), est utilisée de maniere répétitive dans de nombreux proces-
sus développementaux. Cette voie est typiquement associée a I'instruction du
destin cellulaire durant ’embryogénese, 'oogénese, la maturation des disques
imaginaux et la formation des organes apres la métamorphose (Shilo 2003).
D’ailleurs, le fait que ce récepteur accomplisse autant de tache durant le dé-
veloppement est illustré par la pléiade de surnom lui étant attribué : EGFR,
DER (Drosophila EGF Receptor), faint little ball, torpedo, ellipse. Il serait
illusoire de détailler tous les concepts associés a la voie EGFR. Dans ce para-
graphe nous détaillerons I'activation canonique de cette voie en insistant sur
la question de savoir comment ’activation d’un seul récepteur peut amener
autant de signaux différents, sachant que ce n’est pas par l'activation de dif-
férentes cascades de signalisation, étant donné que le récepteur EGF active
uniquement la voie des MAPK (RAS/Raf/MAP kinases).

1.5.1 LES BASES DE LA VOIE EGFR CHEZ LA DROSOPHILE

Chez la mouche, EGFR est le seul récepteur de cette voie . En aval, I'acti-
vation du récepteur émet un signal véhiculé par la voie canonique RAS/RAF
/MAPK (Wasserman and Freeman 1997). Il semble que cette voie soit par-
faitement linéaire et n’admette aucun branchement. L’activation des MAPK
résulte en 'activation de genes cibles via 'activateur transcriptionnel Pointed
(Gabay et al. 1996). Dans de tres rares cas, I'activation de la voie EGFR ac-
tive des cibles de maniere non transcritpionnelle : dans notre cas, il est impor-
tant de mentionner ’exemple dans 'ceil en développement ou EGFR inhibe
I’apoptose par phosphorylation (inactivation) du facteur pro-apoptotique Hid
par les MAPK (Bergmann et al. 1998; 2002).
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La voie EGFR est en partie régulée par la génération de différents ligands
activés par clivage. Il existe quatre ligands chez la Drosophile : Spitz, Keren,
Gurken et Vein. Vein est le seul ligand sécrété qui ne nécessite aucun clivage
pour étre activé (Schnepp et al. 1996). Les trois autres ligands sont produits
sous une forme inactive liée a la membrane. Ce n’est qu’apres un clivage
que les ligands sont activés par libération du domaine EGF extracellulaire
(Schweitzer et al. 1995b). Il est admis que Spitz est le ligand cardinal de
la voie EGFR et qu’il est impliqué dans la majorité des cas ou EGFR agit.
Le ligand Spitz est exprimé de maniere assez large (Rutledge et al. 1992).
D’ailleurs, la régulation de Spitz ne se fait pas vraiment par une restriction
de son expression, mais plutot par le controle de sa sécrétion de maniere
spatiale et temporelle. Il est important de souligner que méme si la voie
EGFR est activée par Spitz qui est un ligand sécrété, cette voie est activée a
courte distance, et ’action est restreinte a la cellule produisant le ligand ou
au mieux aux cellules adjacentes au signal (Shilo 2005).

L’activation de Spitz nécessite deux protéines : Star et Rhomboid. Le role
de ces deux protéines est de telle importance que les embryons mutants pour
Spitz ont le méme phénotype que les embryons mutés pour Star ou Rhomboid
(Mayer and Niisslein-Volhard 1988).

1.5.2 LA REGULATION DE LA VOIE EGFR VIA LE CLIVAGE DU LIGAND
SPITZ

Etant donné que l'activation de Spitz est centrale pour activer la voie
EGFR, la régulation des protéines qui permettent la sécrétion de ce ligand
est fondamental pour cette voie. Tout comme Spitz, la protéine Star est expri-
mée de maniere assez stable et est peu dynamique. En revanche, ’expression
de Rhomboid est tres dynamique (Bier et al. 1990), et apparait dans les tis-
sus juste avant l'activation des MAPK (Gabay et al. 1997). Pour résumer,

la plupart des composants de la voie EGFR sont ubiquitaires, et c’est I'ex-

69



pression de rhomboid qui est le facteur limitant pour 'activation de la voie.
La seule expression ectopique de rhomboid suffit a activer la voie EGFR
(Golembo et al. 1996). Lors des processus développementaux, 'activation
transcriptionnelle de rhomboid est controlée par d’autres voies de signalisa-
tion telles que Notch, Wingless ou Hedgehog (Alexandre et al. 1999). Le géne
rhomboid code pour une protéase intramembranaire. Chez la Drosophile, six
protéines de la famille de Rhomboid ont été identifiées (Wasserman et al.
2000), mais seulement trois, et principalement Rhomboid 1, semblent étre
impliquées dans l'activation de la voie EGFR.

La sécrétion de Spitz se fait en plusieurs étapes. Le précurseur de Spitz
est au début retenu dans le Réticulum Endoplasmique (RE). La protéine Star
s’associe avec le précurseur de Spitz dans le RE pour permettre sa transloca-
tion vers un compartiment cellulaire (dans la plupart des cas dans I'appareil
de Golgi) (Tsruya et al. 2002, Lee et al. 2001). Le précurseur Spitz est alors
clivé par Rhomboid sous sa forme sécrétable (Urban et al. 2001) (Fig. 1.16).

1.5.3 LES MODULATEURS DE LA VOIE EGFR

L’induction transcriptionnelle de modulateurs de la voie joue un role ma-
jeur pour la réponse finale de la voie.

La voie EGFR est activée par la fixation d'un ligand diffusible. Le fait
que cette voie ne soit activée qu’a faible distance implique la présence de
régulateurs négatifs. Certains régulateurs négatifs sont exprimés constituti-
vement, d’autres sont induits transcriptionnellement suivant ’activation de
la voie. A ce jour, les deux régulateurs négatifs constitutionnellement expri-
més sont CBL et YAN. CBL code pour une liguase E3 la forme activée et
endocytée du récepteur EGFR et induit son ubiquitination et sa dégradation.
Dans un mutant cbl; la voix EGFR est ainsi hyperactivée (Pai et al. 2000). Le
gene yan encode un répresseur transcriptionnel qui bloque le site de liaison
a ’ADN de Pointed. Suivant 'activation des MAPK, YAN est phosphorylée
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Fig. 1.16. La régulation du clivage de Spitz par le traffic intracellulaire. Le
précurseur de Spitz (Spitz precursor SPI), contient un domaine transmembranaire et est
retenu dans le Reticulum Endoplasmique (ER). Cette rétention empéche tout relargage
non-spécifique du ligand apres son clivage a la membrane plasmique par des métallopro-
téases trés peu spécifiques. La protéine Star (une protéine transmembranaire de type II)
s’associe avec SPI et facilite sa translocation vers 'appareil de Golgi ou il pourra étre clivé
par la protéase Rhomboid (RHO). Le clivage de SPI par RHO libére la forme activée de
Spitz qui est destinée a la sécrétion.
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ce qui conduit a sa dégradation (Rebay and Rubin 1995). Parmi les autres
régulateurs négatifs de la voie EGFR, on trouve des geénes induits transcrip-
tionnellement apres 'activation de la voie, tels que argos, kekkon et sprouty.
Leur role est typiquement d’inhiber la signalisation EGFR dans les cellules
qui sont loin de la source.

Argos est une protéine sécrétée et qui contient un domaine EGF (Freeman
et al. 1992). Argos peut s’associer avec Spitz pour former des hétérodimeres
non fonctionnels (Klein et al. 2004). Cette propriété permet de restreindre le
champ d’action de Spitz. L’activité a courte distance de Argos est suffisante
pour limiter la diffusion de Spitz et de tamponner les fluctuations du ligand
(Reeves et al. 2005). Méme si cela n’est pas démontré, il est tentant de penser
que Argos pourrait séquestrer certains ligands et pas d’autres, afin de définir
des patrons (Fig. 1.17).

Sprouty exerce son action inhibitrice en interférant avec des éléments clés
de la cascade des MAPK (Kim and Bar-Sagi 2004). Sprouty est activée par
la voie EGFR mais doit aussi étre phosphorylée indépendamment de la voie
EGFR, ce qui permet certainement de gagner en spécificité (Hanafusa et al.
2002). L’inhibiteur Kekkon est une protéine transmembranaire qui forme des
hétérodimeres avec le récepteur EGFR (Ghiglione et al. 1999)(Fig. 1.17).

Enfin, une étape de régulation négative se produit au niveau de la cel-
lule envoyant le signal en limitant la production du ligand. Dans ce cas, la
forme clivée de Spitz est retenue dans le reticulum endoplasmique, bloquant
Iactivation de la voie EGFR. Cette rétention dépend d’une phospholipase
appelée Sl. Dans les mutants s/, la voie EGFR est exacerbée a cause d'un
relargage excessif du ligand Spitz (Thackeray et al. 1998). Toutefois I'impact

biologique de la séquestration du ligand Spitz est inconnu.
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Fig. 1.17. Signalisation a travers la voie EGFR. L’activation de DER (Drosophila
Epidermal Growth Factor Receptor) par sont ligand Spitz entraine & travers la voie des
MAPK une série de boucles positives et negatives. De maniere positif, Vein est induit
pour aller signaler aux cellules adjacentes, et Rho (rhomboid) est activé pour permettre
la sécrétion de Spitz. Au contraire, 'activation des MAPK induit plusieurs régulateurs
négatifs : Argos, Kekkon et Sprouty. La balance entre ces différents acteurs positifs et
négatifs dépendra du tissu concerné. Image de (Shilo 2003).
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1.5.4 LES RELATIONS ENTRE NOTCH ET LA VOIE EGFR

Dans la plupart des processus développementaux, la voie EGFR agit de
concert avec d’autres voies de signalisation. Nous exposons ici un exemple
d’interaction entre la voie EGFR et la voie Notch dans le contexte du déve-
loppement de I'ceil (Fig. 1.18).

Tout comme il a été montré dans le chapitre introductif sur le dévelop-
pement de U'ceil (Fig. 1.3), I'induction du gene dPaz2 dans les cellules cones
nécessite la fixation simultanée sur ’ADN de Pointed (résultant de I'activa-
tion de la voie EGFR) et de SU(H) (résultant de I’activation de la voie Notch)
(Flores et al. 2000). Il est intéressant de noter que Spitz, en plus d’activer la
voie EGFR dans les futures cellules cones induit I'expression de Delta dans
les photorécepteurs. Ces derniers pourront alors envoyer le signal Notch re-
quis a la différenciation des cellules cones (Tsuda et al. 2002). Ce principe
d’activation nécessitant une étape intermédiaire s’appelle un “feed-forward”.
Cette méthode d’activation de la voie EGFR a deux endroits produit un si-
gnal final fort qui tamponne toute fluctuation du signal (Milo et al. 2002).
Ainsi seul I'activation de la voie EGFR soutenue donnera une réponse dans

la cellule cible.
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Fig. 1.18. Un exemple d’interaction entre la voie Notch et la voie EGFR. La
différenciation d’une cellule cone de la rétine nécessite de combiner des signaux des voix
Notch et EGFR selon un motif de feed-forward. L’activation de la voie EGFR dans un
photorécepteur (R cell) induit 'expression de Delta (D1). La combinaison des signaux Spitz
et Delta induit le destin cellulaire de la cellule cone, cela en induisant ’expression de genes
cibles tels que Paz2. La fleche blanche indique I'activation de la voix Notch. Image adaptée
de (Shilo 2005).
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1.6 Les interactions neurones-glies et la maladie de

Parkinson

1.6.1 LES MALADIES NEURODEGENERATIVES

Les maladies neurodégénératives constituent un groupe de pathologies
du systeme nerveux central caractérisées par une perte neuronale progressive
touchant un ou plusieurs groupes de neurones. Ces maladies se traduisent
cliniquement par des troubles fonctionnels neurologiques de nature variable
selon la catégorie de neurones touchée. Ainsi la maladie d’Alzheimer atteint
de fagon précoce les neurones de I'hippocampe et entraine de ce fait des
troubles amnésiques aux phases initiales de la maladie. Les patients atteints
de la maladie de Parkinson (Parkinson disease, PD) présenteront des troubles
du controle moteur liés a une atteinte des neurones dopaminergiques. Les
maladies neurodégénératives sont dans de rares cas des formes familiales ex-
pliquées par des mutations génétiques et peuvent survenir relativement tot
au cours de la vie adulte. Dans la plupart des cas, les maladies neurodégéné-
ratives sont sporadiques et le vieillissement est un facteur favorisant prépon-
dérant. Ainsi, du fait que la population mondiale est vieillissante, I'incidence
des maladies neurodégénératives est de plus en plus élevée, faisant de ces
pathologies un enjeu de société majeur.

On considere actuellement que deux grandes catégories de mécanismes
physiopathologiques sont responsables de la mort des neurones dopaminer-
giques au cours de la maladie de Parkinson : i) des mécanismes propres
aux neurones (“cell-autonomous mechanisms”) et qui sont notamment liés
au controle du stress oxydatif et aux fonctions mitochondriales, ii) des méca-
nismes liés a I’environnement du neurone ("non cell autonomous-mechanisms”),
notamment son environnement immunitaire. Nous exposerons par la suite
successivement le role du stress oxydatif, et le role de la réaction inflamma-

toire induite par la microglie.
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1.6.2 STRESS OXYDATIF ET MORT CELLULAIRE DANS LA MALADIE DE

PARKINSON

Une présence anormalement élevée d’especes oxygénées réactives ("Reac-
tive oxygen species” ou ROS) est appelée stress oxydatif. Un stress oxydatif
peut directement causer des dommages a une cellule en oxydant les lipides
membranaires et en modifiant les conformations des protéines. Un stress oxy-
datif peut aussi directement activer la mort programmeée par la voie d’apop-
tose intrinseque via p53 (Culmsee and Mattson 2005, chapitre apoptose).
En ce qui concerne la morts neuronale ou neurodégénérescence, la mort de
certains neurones suite a un stress oxydatif a été décrite. Par exemple, des
Drosophiles nourries avec de faibles doses de paraquat ou roténone (deux
agents chimiques impactant la chaine respiratoire mitochondriale et indui-
sant ainsi un stress oxydatif) présentent une perte progressive de neurones et
en particulier des neurones dopaminergiques (Coulom and Birman 2004). En
revanche la relation entre stress oxydatif et apoptose dans ce cas demande
encore a étre éclaircie. Il semblerait que les neurones soient plus sensibles au
stress du fait que ce sont des cellules post-mitotiques avec un faible renou-
vellement protéique. En utilisant un modele de la maladie d’Alzheimer, les
auteurs d'une étude ont montré que la perte massive de neurones serait due a
I’activation de I’apoptose par le stress oxydatif. Cette mort est partiellement
dépendante de la voie JNK (Marques et al. 2003). De plus, 'activation des
caspases dans un modele murin de la sclérose latérale amyotrophique (Amyo-
trophic Lateral sclerosis ou ALS) dépend de la présence de NOS et pourrait
meéme étre activées par I'oxyde nitrique méme (Raoul et al. 2002).

L’utilisation d’un autre agent chimique capable d’induire un stress oxyda-
tif et de modéliser la maladie de Parkinson a permis d’apporter des réponses
quant aux mécanismes d’induction de la mort des neurones dopaminergiques.
Le MPTP (1 - méthyle 4 - phényl 1,2,3,6-tétrahydro pyridine) est une neuro-

toxine capable de passer la barriere hémato-encéphalique. Le MPTP est alors
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transformé en MPP+ par 'enzyme MAO-B des cellules gliales. Le MPP+ in-
terfere avec le complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale provoquant
I’accumulation de radicaux libres. Le MPTP est classiquement utilisé comme
modele chimique de la maladie de Parkinson, car le MPP+ détruit essen-
tiellement les neurones dopaminergiques. L’activation des caspases apres une
intoxication au MPTP est médiée par la voie JNK (Saporito et al. 2000). De
plus la mort cellulaire provoquée par le MPTP peut étre atténuée par I'ajout
d’inhibiteurs de la voie JNK (Wang et al. 2004). Ainsi, la voie JNK est ac-
tivée par le stress oxydatif et conduit a I’apoptose des neurones. Cependant
aucune étude n’a encore montré que la voie JNK est activée par les ROS

dans un contexte de neurodégénérescence.

1.6.3 ROLE DE LA MICROGLIE DANS LA MALADIE DE PARKINSON

La microglie constitue la population de cellules immunitaires résidentes
du systeme nerveux central. Dans un cerveau sain, les cellules microgliales
adoptent une forme ramifiée, envoyant des prolongements cytoplasmiques qui
s’étendent et se rétractent en permanence afin de sonder 1’état des cellules et
de la matrice les entourant. Lorsqu’un neurone subit un dommage, il libere
des molécules immunes qui vont activer la microglie. Cette derniere va ainsi
adopter une morphologie de microglie activée (rétraction des ramifications
et hypertrophie du corps cellulaire) et engager des programmes d’activation
variables selon le type d’input ayant induit cet état d’activation. Schémati-
quement, la microglie peu adopter classiquement deux types d’état (Lucin
and Wyss-Coray 2009). L’état d’activation dit “classique” correspond & une
capacité cytotoxique accrue notamment via la production d’especes oxygé-
nées réactives (ROS), d’especes réactives nitrogénées (RNS) mais aussi de
facteurs pro-inflammatoires (TNF-«, IL-6, IFN-y...) qui vont se lier a des
récepteurs neuronaux et induire la mort cellulaire. Dans I’état d’activation dit

“alternatif”, la microglie fournit un soutien trophique et immunomodulateur

78



via la synthese de facteurs anti-inflammatoires (IL-10, TGF-5...) et de neu-
rotrophines. La microglie en état d’activation alternative présente également
une capacité accrue a phagocyter les débris cellulaires, facilitant ainsi la répa-
ration tissulaire. Ainsi en fonction de I’état d’activation de la microglie, cette
derniere peut clairement étre délétere ou protectrice vis-a-vis des neurones
et de son microenvironnement (Ransohoff and Perry 2009) (Fig. 1.19). Dans
le cadre de la maladie de Parkinson, I’activation des cellules microgliales est
démontrée mais son role n’est pas clairement établi. Ainsi, des études post-
mortem sur des cerveaux de patients atteints de la maladie de Parkinson
ont montré 'augmentation de TNF-«, I1-6 et IL-15 dérivant des cellules mi-
crogliales (Mogi et al. 1994). De plus des cellules microgliales produisant du
TNF-a ou des especes réactives ont été détectées dans le substantia nigra
(SN), zone anatomique dans laquelle sont localisés les neurones dopaminer-
giques (Hunot et al. 1996). Enfin, les conséquences de la production d’especes
réactives sont observables dans ces tissus comme la présence de dommages
a 'ADN et de protéines carbonylées (Alam et al. 1997), ou d’enzymes de
détoxification (Lange et al. 1992). Enfin les neurones présentant des agrégats
d’ a-synuclein sont entourés de cellules microgliales activées dans la SN de
cerveau de patients (Yamada et al. 1992).

Au contraire, des études ont aussi montré que des cellules microgliales
ayant un role de soutien étaient présentes dans la SN de patients. Par exemple
des cellules microgliales exprimant des marqueurs de phagocytose (CD64/68)
sont détectées autour des dépots extra-cellulaires d’a -synuclein (Orr et al.
2005). Ceci laisse penser que la microglie ici pourrait phagocyter les agrégats
d’a-synuclein et limiter ses effets pro-inflammatoires ou cytotoxiques. Pour
finir une étude récente a montré in vitro que I’a-synuclein n’était pas direc-
tement toxique pour les neurones, et que c’était la présence de microglie et
donc de I'inflammation et du relargage d’especes réactives qui cause la mort

des neurones (Zhang et al. 2006). Ceci indiquerait que la microglie induirait

79



Dopaminergic Dopaminergic

neurons

neurons death

maintenance | Environmental/Genetic cues |
Elimination of toxic ~ Release of
Phagocytosis of cellular Inflammatory cytokines
debris Free radicals and
Neurotrophic factors proteases.

Fig. 1.19. Représentation schématique du roéle duel de la microglie dans le
maintien des neurones dopaminergiques. A gauche, la microglie adopte des propriétés
protectrices permettant le maintien des neurones dopaminergiques. Des facteurs génétiques
ou environnementaux peuvent modifiés cet état de la microglie lui conférant des propriétés
déléteres vis-a-vis des neurones dopaminergiques (droite du schéma).

une mort des neurones suivant un mécanisme non-autonome.
Pour conclure, aucune étude ne permet actuellement de trancher sur le
role (délétere ou protecteur) des cellules microgliales quant au maintien des

neurones dopaminergiques.

1.6.4 LES CELLULES GLIALES CHEZ LA DROSOPHILE

La conservation des fonctions et de la localisation de la glie dans le cer-
veau adulte entre les insectes et les vertébrés fait de la Drosophile un modele
de choix pour I’étude des cellules gliales. Les cellules gliales des insectes, tout
comme chez les vertébrés, sont réparties en plusieurs classes en fonction de
leur position dans le cerveau et de leur role. La glie des insectes a de nom-
breuses fonctions telles que le soutien trophique des neurones, la croissance
axonale ou encore la différenciation des neurones (Hartenstein 2011, Edwards
and Meinertzhagen 2010). Chez la Drosophile, la glie peut-étre divisées en
trois classes distinctes :

— La glie de surface, qui entoure le cerveau entier a sa périphérie formant
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une barriere.
— La glie de cortex, qui est en contact avec les corps cellulaires des neu-
rones, et assure des fonctions de support
— La glie de neuropile, qui se situe a I'interface entre le cortex et la neuro-
pile. La neuropile étant la zone formée par les dendrites et les synapses.
Cette glie participe notamment au recyclage des neurotransmetteurs.
Plusieurs études ont directement mis en relation la mort de certains neu-
rones apres un stress oxydatif et le support des cellules gliales dans des mo-
deles de la maladie de Huntington ou de sclérose latérale amyotrophique (Bes-
son et al. 2010, Rival et al. 2004, Kumimoto et al. 2013). Cependant, pour le
moment peu de données sont publiées quant au role des cellules gliales dans
le soutien trophique et la protection des neurones dopaminergiques chez la
mouche. Les auteurs d'une étude ont toutefois montré que tout comme chez
les vertébrés, des interactions trophiques entre la glie et les neurones sont
essentiels a leur maintien respectif. Les auteurs montrent que le gene Dm-
MANTF, codant pour un facteur neurotrophique (Neurotrophic Factor, NTF),
et exprimé dans les cellules gliales était requis pour la survie des neurones
dopaminergiques dans le systeme nerveux central de 'embryon (Palgi et al.
2009). Méme si cette étude est limitée aux stades précoces de développement,
il est possible que ces données puissent étre extrapolées au cerveau adulte de

la mouche.

1.7 Objectifs

L’élimination précise des cellules interommatidiales de 1’ceil de la mouche
fait intervenir principalement deux voix de signalisations : Notch et EGFR.
Le gene spen est a la croisée de ces deux voix. On propose ici de comprendre
le role de spen dans la survie des cellules interommatidiales dans I’ceil de la

mouche.
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Le stress oxydatif est a l'origine de la mort de certains neurones dans
plusieurs pathologies et notamment la maladie de Parkinson. La modulation
de l'expression de spen en réponse a un stress oxydatif leve la question de
savoir si ce gene est important dans un autre processus de mort, a savoir la

neurodégénérescence qui sera abordée dans une seconde partie.

82



Chapitre 2

Matériels et Méthodes

2.1 Lignées de Drosophile utilisées et génétique

Toutes les expériences réalisées ont été faites avec des mouches élevées
sur du milieu de culture standard. Les mouches sont élevées a 25°C sauf
dans les expériences utilisant la construction ubi-GALS80®™. Sauf indiqué, les
mouches utilisées proviennent du Bloomington stock center : GMR-GAL4,
FRT40A w+; UAS-GFP, UAS-nlsGFP, UAS-white®NAl 54C-GAL4, UAS-
GFP, ARM : :GFP, en-GAL4, UAS-LacZ, UAS-LuciféraseARNi, W18 Can-
ton-S, elav-GAL4, repo-GAL4, act<FRT-stop-FRT <LacZ. Le driver [z-GAL4
provient du laboratoire de Graeme Mardon (Flores et al. 2000). Le proto-
cole d’utilisation de la lignée ubi-GALS0™ est le méme que dans Napoletano
et al. (2011). Deux lignées exprimant un siRNA ont été utilisées pour in-
activer spen :;UAS-spen RNAi /Cyo;;(provenant du laboratoire de kenneth
Cadigan) et ;;UAS-spenRNAi; (provenant de VDRC | transformant 48846,
bibliotheque GD). Ces deux lignées ont été testées et donnent les mémes
résultats. Deux lignées mutantes pour spen ont été utilisées et proviennent
du centre Bloomington : spen® PneoFRT40A /CyO, PlacZ-un3276 (#8734)
et Pry[+t7.2]=PZspen[03350] cn[1]/CyO; ry[506] (#11295). La lignée spen®
PneoFRT40A/CyO a permis de réaliser I'intégralité des clones mitotiques
dans les tissus larvaires ou de pupe. La mutation spen® présente une muta-
tion non-sens qui conduit a I'apparition d'un codon stop prématuré donnant

une protéine nulle (Kuang et al. 2000). Afin de faciliter les analyses, le ba-
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lancier Cyo a été remplacé par un balancer fluorescent Cyo,dfd : :YFP ou le
balancier ST (portant le marqueur tubby).

La génération de clones mitotiques a été réalisé en utilisant la mutation
spen® recombinée sur un bras chromosomique FRT40A. La flipase a été in-
duite grace a deux lignées exprimant la flipase soit sous le controle du promo-
teur du gene eyless (ey-GAL4, UAS-FLP; FTR-~40A), soit du driver T155
(;FRT40A ;T155-GAL4,UAS-fLP). La premiére provient du laboratoire de
Graeme Mardon, la deuxiéme est disponible au centre Bloomington (#5074).
La construction T155 est caractérisée par 'insertion d'un élément P(GawB)
a ce locus. L’expression de ce driver a été étudiée (Hrdlicka et al. 2002) et
a la particularité d’étre exprimée tot au cours du développent, notamment
dans les disques imaginaux.

L’obtention d’ceil entierement mutant pour spen (clone ceil entier) a été
obtenu grace a la lignée yw ; FRT40A GMR-hid CL (cell lethal) ; EGUF (ey-
GAL4;UAS-FLP) (Stowers and Schwarz 1999). Cette méthode génétique per-
met de générer des yeux de Drosophiles entierement homozygotes mutantes
dans un contexte hétérozygote. Le génotype suivant a été obtenu apres croi-
sement : ey-GAL4-UAS-FLP ; FRT40A-spen® /JFRT40A-GMR-hid. Dans ce
contexte, chaque cellule ayant gardé si ce n’est qu’une seule copie de GMR-
hid mourra par apoptose. Il en résulte un ceil composé uniquement de cellules

homozygotes et mutantes pour le gene d’intérét.

2.2 Immunomarquages

Le méme protocole d’'immunomarquage a été suivi pour le marquage des
disques imaginaux de larve et les disques de pupes stadés. Les dissections
sont faites dans du PBS (phosphate-buffer-saline) froid. Apres dissection, les
tissus sont fixés dans du paraformaldéhyde (EMS) 4% dilué dans du PBS,

15 minutes a température ambiante. Les tissus sont ensuite rincés trois fois
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10 minutes dans du PBT 0,1% (0,1% Triton X-100 (sigma-aldrich) dans du
PBS). L’incubation avec I'anticorps primaire se fait sur la nuit & 4°C. Les
tissus sont ensuite rincés 3 fois 10 minutes dans du PBT 0,1%. Les disques
sont ensuite incubés avec 'anticorps secondaire 2 heures a température am-
biante. Les anticorps primaires suivant ont été utilisés : rat anti-Elav (1/500
DSHB), lapin anti-Spen (1 :1000), souris anti-Arm (1 :500, DSHB), lapin
anti-$-galactosidase (1 :500, MP Cappell), and lapin anti-Dcp-1 (Asp216)
(1 :500, Cell Signaling Technology). Les anticorps secondaires suivant ont été
utilisés (Invitrogen) : anti-lapin Alexa Fluor 405 or 488 au 1 :500, anti-rat
Alexa Fluor 633 at 1 :500, and anti-souris Alexa Fluor 546 or 405 au 1 :500.
Les tissus sont ensuite rincés trois fois dans du PBT 0,1%, puis montés dans
du milieu de type Vectashield (Vectashield, AbCys). L’acquisition des images
est faite avec des microscopes Leica LSM 710 ou LSM 780.

2.3 Détection de ’activité de ’enzyme [-galactosidase

Des sections horizontales de tétes de mouches ont été réalisées avec un
cryostat microtome (Microm HM 505). Les tétes sont déposées sur des lames
superfrost (Thermo). Les lames sont laissées a l'air libre pendant 10 minutes
puis fixées 5 minutes dans du PBS 0.25% glutaraldehyde. Les tissus sont
ensuite marqués a 37°C dans 7.2 mM Na2HPO4, 2.8 mM NaH2PO4, 150 mM
NaCl, 1 mM MgCl12, 3 mM K3[Fe(CN)6], 3 mM K4[Fe(CN)6], contenant au
1/30 une dilution de X-Gal (30 mg/ml in dimethyl formamide). Apres lavage
au PBS (3x 10 minutes), les tissus sont montés dans du Vectashield (AbCys).

2.4 Microscopie électronique a balayage

Des mouches agées de trois jours sont collectées. Le proboscis est enlevé

et les tétes sont trempées trente secondes dans une eau savonneuse (IJN,
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#507482, Groupe Prop) pour rendre les tétes hydrophobes. Les tétes sont
ensuite fixées 2 jours a 4°C dans une solution cacodylate 0.1M et glutaral-
déhyde 2%. Apres la fixation les tétes sont lavées trois fois 15 minutes dans
du tampon cacodylate 0.1 M. Les tétes sont ensuite déshydratées par la mé-
thode du point critique et ensuite métallisées (Baltec MED-020).Les tétes
sont observées avec un microscope a balayage Quanta 250 FEG (FEI). Les

images sont analysées avec le logiciel Adobe Photoshop.

2.5 Microscopie électronique a transmission

Les protocoles suivis ont été décris dans Dourlen et al. (2012). Brievement,
les yeux de Drosophile sont disséqués et fixés sur la nuit a 4°C dans du
glutaraldéhyde 1,5%, paraformaldéhyde et du tampon PIPES 0,1M (ph 7,4).
Apres les ringages, les yeux sont post-fixés a température ambiante dans du
1% 0s04, 0.1M PIPES (pH 7.4). Ils sont ensuite déshydratés dans des bains
d’éthanol successifs puis dans de 'oxyde de propylene anhydre. Les yeux sont
ensuite infiltrés avec des concentrations croissantes de résine epoxy (EMbed
812, EMS) dans de l'oxyde de propylene pendant un jour a température
ambiante. Les yeux sont alors montés dans de la résine dans des moules. La
polymérisation se fait pendant deux jours a 60°C. Des sections fines de 60
nm sont marquées au lead citrate et observé avec un microscope électronique
a transmission Philips CM120 a 80kV.

2.6 Génération d’un anticorps polyclonal contre Spen

Les anticorps polyclonaux dirigés contre Spen ont été produits chez le
lapin avec deux peptides correspondant aux acides aminés 238-252 (PEK-

SISNNSPTPRET) et 259-273 (NVESQPKLSNESTPQ) (SpeedRabbit Eu-

rogentec ). Les anticorps spécifiques ont été titrés par ELISA puis purifiés
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par chromatographie d’affinité.

2.7 Visualisation des cellules interommatidiales par la

méthode de neutralisation de la cornée

L’ceil de Drosophile est recouvert d’'une cornée sécrétée par les cellules
cones. Avec I'air, la cornée forme un systeme dioptrique convergent qui rend
les analyses microscopiques impossibles. Dans les années 80, un groupe a
réussi a observé les cellules de I'ceil en appliquant un film fin sur la cornée
d’un milieu ayant le méme indice de réfraction que la cornée (comme de ’eau
par exemple). Ceci afin de neutraliser le dioptrique de la cornée (Frances-
chini et al. 1981). En 2001, un groupe américain optimise cette méthode en
plongeant intégralement la téte de la mouche dans 'eau et en utilisant un
objectif a immersion a eau. Cette approche a permis d’ouvrir de larges études
via la visualisation des photorécepteurs (Pichaud and Desplan 2001). Dans
cette méme étude les auteurs montrent que les cellules interommatidiales
peuvent étre visualisées par cette technique a cause de la présence de pig-
ments autofluorescents. Toutefois aucun groupe n’a par la suite utilisé cette
approche pour I'étude des cellules interommatidiales. La microscopie a cette
époque n’était probablement pas assez fine pour distinguer les cellules I'une
de I'autre. D’ailleurs les auteurs ont a I’époque pensé que les soies étaient ob-
servables. La visualisation chez I’adulte des cellules interommatidiales se fait
par autofluorescence grace a la présence de pigments dans certaines cellules
accessoires de 'ceil (Fig. 2.1).

Environ 45 heures apres la formation de la pupe, les IOCs produisent deux
types de pigment majoritairement, les pigments de type I et les pigments
de type II. Les granules de type I contiennent un pigment marron appelé
xanthommatine ou encore ommochrome. Les granules de type I sont contenus

dans toutes les cellules formant un ommatidium sauf les soies (Cagan and
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Fig. 2.1. Visualisation des cellules interommatidiales par la méthode de neutra-
lisation de la cornée(a) Image par microscopie confocale des cellules interommatidiales
d’un ceil de mouche adulte. Les cellules sont observables par autofluorescence via la tech-
nique de neutralisation de la cornée. La barre d’échelle représente 15 o m. (b) Schéma d’une
ommatidie ol sont représentées les cellules pigmentaires secondaires (II PC), tertiaires (III
PC). On note que les soies ne sont pas visibles par cette technique.

Ready 1989a, Shoup 1966, Wolff and Ready 1993). Les granules de type II
contiennent deux pigments, la xanthommatin et la drosopterin. Ce dernier
de couleur rouge, aussi appelé pteridine est trouvé principalement dans les
cellules pigmentaires secondaires et tertiaires. C’est ce pigment que 1’on peut
visualiser avec cette approche.

Le protocole suivit au cours de ma these est sensiblement le méme que
dans ’étude pionniere (Pichaud and Desplan 2001) : Les mouches sont anes-
thésiées au CO, puis fixées dans une boite de petri 5 cm remplie a moitié
d’agarose 2% chauffé a 55 “C. Les mouches sont maintenues sous anesthé-
sie jusqu’a ce que l'agarose devienne solide. Les mouches sont ensuite cou-
vertes d’eau froide. L’observation des cellules interommatidiales se fait avec
un microscope zeiss LSM 700 et un objectif 40x a eau. La longueur d’onde

d’excitation utilisée est 554nm.
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2.8 Extraction d’ARNm et PCR quantitative

Les extraits d’ARN totaux ont été isolés a partir de 25-35 tétes (Triazol
Reagent Qiagen) traitées ou non au Paraquat. Les ADN complémentaires
(ADNc) ont été obtenus suite a une réaction de reverse-transcription (Bio-
rad) effectuée sur 400ng d’extraits d’ARN totaux, en utilisant les primers
“random”. Les ADNc sont dilués 10x dans de I’eau sans RNases puis ampli-
fier avec un kit Sybergreen (abbsolute qPCR SYBR Green ROX mix, Roche,
4913850) avec le cycle suivant : 95 “C 15 min; 40 cycles a 95 “C 15s, 59 “C,
15s, 72 °C 30s; 1 cycle 95 “C 30s; 1 cycle 50 “C 30s et la “melting curve”
50 °C a 95 "C a 1 "C/10s afin de vérifier la spécificité du produit amplifié.
Tous les échantillons ont été analysés sur un instrument Roche StepOnePlus.
Nous avons utilisé le gene de ménage rp49 qui s’avere étre le plus stable dans
nos expériences. L’expression relative des genes a été obtenue en suivant la
méthode de Pfaffl (Pfaffl 2001), les graphes ont été fais avec le logiciel Prism.

Séquence des primers utilisés :

pale-F AGTACGAGCCCGATTTGGACATGA

pale-R TCCGTACTTGTAGGCGAATGCGAT

vmat-F TTCACCGTAAACGCAAACACCACC

vimat-R GTTGATTGCTGTCCAACTGCTGCT

dat-F GCAACTACATGATTTGAGCTTGA

dat-R CCTTGACCCAAAATGTGGAG

ddc-F TCTGGAGAATATACGCGAAAGG

ddc-R CACTTCTCCGGCTTCTCG

spen-F TTCGTTGTGGGATAGCAGCA

spen-R CGTTCGAAGCTGTTTGTCG

rp49-F CGGATCGATATGCTAAGCTGT

rp49-R GCGCTTGTTCGATCCGTA

Chaque couple de primer a été validé en réalisant une courbe de dilution
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sur 11 logs avec une efficacité tolérée entre 1,9 et 2.1.

2.9 Résistance au stress

Afin d’induire un stress oxydatif, les mouches ont été nourries sur un
milieu contenant du paraquat. Des tubes de 50 ml ont été utilisés, contenant
un milieu solide composé de low melting agar 1.3%, 1% de sucrose et 10mM
de paraquat (Sigma-aldrich). L’expérience controle est faite avec le méme
milieu sans paraquat. Le paraquat est ajouté a l'agar liquide en dessous de
45°C afin de ne pas dénaturer le paraquat qui est thermolabile. Pas plus de

20 mouches sont traitées par tube. Les traitements sont faits a 25°C.

2.10 Test de Survie

Pour évaluer la survie des mouches, les mouches sont maintenues sur le
milieu contenant le paraquat jusqu’a leur mort. Les morts sont comptés deux
fois par jour au moins. Les résultats de survie sont analysés via une analyse

log-rank Test grace au logiciel Prism.

2.11 Analyses Statistiques

Toutes les analyses et tests statistiques ont été réalisés en utilisant le
logiciel Prism (GraphPad).
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Chapitre 3

Résultats

3.1 Le géne Split ends (spen) est requis pour la survie
des cellules interommatidiales durant le dévelop-

pement pupal de la Drosophile

3.1.1 Spen EST REQUIS POUR LE DEVELOPPEMENT DES IOCS DANS LA

RETINE

Dans l'ceil en développement, les cellules interommatidiales (IOCs) en
exces sont éliminées par apoptose pour obtenir une structure hexagonale
parfaite. 42 heures apres la formation de la pupe, la disposition des cellules
est établie et chaque groupe de photorécepteur est entouré de quatre cel-
lules cones, trois soies, deux cellules pigmentaires primaires, six secondaires
et trois tertiaires (Fig. 1.1). La visualisation des cellules de I'ceil en formation
a I’avantage de permettre de différencier les différents types cellulaires. Tou-
tefois, le marquage est contraignant du moment que les pupes doivent étre
synchronisées dans le temps et que les expériences dans la pupe sont limi-
tées d’un point de vue génétique. Afin de palier a ses contraintes, nous avons
utilisé le fait que les IOCs expriment un pigment autofluorescent visible au
microscope (voir Matériels et Méthodes). Cette approche par immersion de
I'ceil permet de simplement visualiser le nombre et la disposition des cellules

pigmentaires secondaires et tertiaires dans 1'ceil adulte (Fig. 2.1).
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Fig. 3.1. Spen est requis pour la survie des IOCs.
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Fig. 3.1 : (a-d) Images par microscopie optique d’ceil adulte de Droso-
phile : (a) GMR-GAL4>UAS-GFP (GMR>GFP), (b) GMR>spenARNi
(c) GMR>spen, and (d) GMR>spen ;spen“fNi. (e-h) Visualisation des
cellules interommatidiales (IOCs) pour les mémes génotypes avec la tech-
nique de neutralisation de la cornée. La surexpression de spen sauve la
perte des IOCs suivant 'inactivation de spen (comparer f and h). (i-k)
10Cs d’ceil adulte visualisées par la méthode de neutralisation de la cor-
née : (i) lz>GFP, (j) lz>spen BN (k) lz>spen. La surexpression de spen
(k) augmente le nombre d’IOCs comparé aux mouches controles (i). (1, m)
Quantification des IOCs par ommatidium des retines présentées dans (1)
les panels e, f, and h; (m) panels i, j, et k; and (p) panels 1 and m. (n,
0) IOCs d’eil adulte visualisées par neutralisation de la cornée : controle
spen (yw; FRT40A /FRT40GMR-hidCL ; EGUF) (n) et ceil complet mu-
tant pour spen (yw ; FRT40A spen® /FRT40GMR-hidCL ; EGUF) (o). (p)
Quantification des IOCs par ommatidium dans les rétines présentées dans
les panels n et o. Moyenne + erreur standard of n > 10. *p < 0.01,
*x % p < 0.001, % % xp < 0.0001. test-t de student.

Afin d’examiner le role de spen dans le développement pupal des 10Cs,
nous avons inhibé spen en exprimant spen ARNi en utilisant les drivers GMR-
GALA4 et lozenge-GAL4 (I2-GAL4) (Fig. 3.1). Le driver GMR est connu pour
étre exprimé dans toutes les cellules différenciées de I'ceil dans la larve ou la
pupe. L’expression de [z est plus restreinte. Ce gene controle la différenciation
de certains photorécepteurs (R1, R6 et R7), des cellules cones et 1’élimination
des IOCs (Daga et al. 1996, Wildonger et al. 2005). Dans ce sens, nous avons
trouvé que lz>GFP est exprimé dans peu de photorécepteurs et dans toutes
les cellules cones et interommatidiales dans la pupe (Fig. 3.2). L'inactivation
de spen avec le driver GMR conduit a la perte de photorécepteur comme il I’a
déja été montré (Doroquez et al. 2007, Fig. 3.3). Ce phénotype est attribué
a un role de spen dans la différenciation des photorécepteurs.

L’inactivation de spen dans 1’ceil de Drosophile conduit a une complete
désorganisation des IOCs par rapport aux mouches controles. De plus les
IOCs dans ce contexte paraissent plus gonflées et immatures. Avec le driver
GMR-GAL4, la surexpression de spen est telle qu’il est impossible de ca-

ractériser la structure des IOCs. La méthode de neutralisation de la cornée
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Fig. 3.2. Profile d’expression du driver lz-GAL4 dans les rétines de Drosophile.
Toutes les images présentent des rétines de pupe 26 heures APF et exprimant [z>nlsGFP.
(a) Marquage anti-Arm permettant de visualiser les membranes. (b) GFP nucléaire mon-
trant ’expression de l2-GAL4 dans les quatre cellules cones (cc). (¢) GFP nucléaire indi-
quant l'expression de [z-GAL4 dans toutes les IOCs (plusieurs I0Cs sont indiquées par
*). L’immunomarquage ani-Elav permet d’identifier les photorécepteurs (PR) (bleu). (d-f)
Les photorécepteurs Elav positifs (d) présentent une expression nucléaire de lz-GAL4 (e).
(f) Merge de (d) et (e). Lz-GAL4 est exprimé dans un sous-groupe de photorecepteurs. pp
= cellule pigmentaire primaire.
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permet de détecter les cellules interommatidiales secondaires et tertiaires, soit
9 cellules par ommatidie. L’inactivation de spen conduit a une perte d’en-
viron deux cellules par ommatidies avec le driver GMR-GAL4 (Fig. 3.11).
Afin de voir l'effet de la surexpression de spen, nous avons utilisé le driver
lozenge-GAL4 (12-GAL4), qui est moins puissant que le driver GMR-GALA4.
Avec [z-GALA4, 'inactivation de spen entraine un défaut du nombre d’'TOCs
alors que la surexpression de spen conduit a un exces d’IOCs (Fig. 3.1, k et
m). Ces résultats montrent que spen est requis pour obtenir la bon nombre
d’IOCs dans 'ceil adulte et qu’il aurait un role de survie.

Afin de mieux documenter les phénotypes obtenus en modulant 1'expres-
sion de spen, nous avons tout d’abord réalisé des sections plastiques sur des
yeux de Drosophile ou spen est inactivé ou surexprimé (Fig. 3.3). Dans les
mouches controles, les sections fines permettent d’observer la structure régu-
liere et hexagonale des IOCs. L’inactivation par ARNi de spen désorganise
cette structure, avec des ommatidies fusionnées entre elles certainement suite
aux défauts liés aux IOCs. La surexpression de spen conduit a un phénotype
dramatique ou plus aucune structure n’est observable. Comme mentionné
précédemment, il est possible de visualiser la structure du disque de pupe 42
heure APF. Pour cela nous avons utilisé des mouches exprimant la protéine
Armadillo fusionné a la GFP (arm : :GFP) (Fig. 3.3).

L’inactivation de spen désorganise la structure hexagonale des IOCs avec
encore une fois un manque clair de certaine IOCs. Il est important de noter
que tous les types cellulaires composant chaque ommatidie sont présents.
Cependant on remarque qu’il manque dans certains cas des cellules cones. Le
résultat de la surexpression de spen dans la pupe est difficilement analysable
étant donné que la désorganisation des ommatidies est telle que I’on ne peut
plus différencier les différents types cellulaires (Fig. 3.3).

L’expression ectopique de spen avec le driver GMR-GAL4 induit un ceil

totalement désorganisé ayant un aspect vitreux. Ce phénotype est tres pro-
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GMR>GFP GMR>spen

Fig. 3.3. L’inactivation de spen affecte les photorécepteurs et les IOCs dans
les rétines adultes de Drosophile. (a-c) Sections semi-fines d’ceil exprimant (a)
GMR>GFP, (b) GMR>spen®FNi et (c) GMR>spen. En (a) et (b), les inserts présentent
les ommatidies & un plus fort grossissement. (d-f) Disques d’ceil de pupe exprimant (d)
GMR>GFP, (e) GMR>spen®BNi et (f) GMR>spen analysés 42 heures APF. Les mouches
expriment la protéine fusion Arm : :GFP afin de visualiser les membranes.
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bablement lié au fait que spen est requis pour la différenciation des photo-
récepteurs au cours du développement larvaire. La réexpression d’'un ARNi
contre spen dans ce contexte est suffisant pour supprimer le phénotype de
I'ceil et de restaurer le nombre d’IOCs proche d’un niveau normal (Fig. 3.1,d,
h et 1). Ce résultat montre la spécificité des lignées transgéniques utilisées
pour moduler I’expression de spen.

Pour confirmer le role de spen dans la survie des IOCs, nous avons compté
les IOCs dans des rétines mutantes pour spen, en utilisant un allele nul de ce
gene (spen®) (Kuang et al. 2000). Cet alléle entraine Papparition d’un codon
stop au milieu de la protéine. La protéine est considérée comme nulle et ne
complémente pas une délétion du locus spen. Tout comme avec ’expression
d'un ARNI, les rétines mutantes pour spen présente une sévere diminution
du nombre d’IOCs (Fig. 3.1n, o et p).

Afin de mieux décrire les phénotypes observés dans des yeux mutants
pour spen, des images par microscopie électronique a balayage (MEB) ont
été réalisées sur des yeux controles et des yeux exprimant un ARNi contre
spen (Fig. 3.4). Dans un il sauvage, cette approche permet d’apprécier ’or-
ganisation réguliere des soies, ainsi que des ommatidies (Fig. 3.4a et ¢). L'in-
activation de spen conduit a une désorganisation des ommatidies et des soies.
Les soies présentent des crétes cytoplasmiques formées grace au cytosquelette
lors de leur formation. Une soie sauvage a des crétes paralleles et régulieres.
Inactiver spen désorganise ces crétes. Ces dernieres sont plus nombreuses et
ramifiées (Fig. 3.4b et d). Il est possible par microscopie électronique & trans-
mission d’observer des coupes des soies (Fig. 3.4e et f). Dans une soie sauvage
les crétes sont régulierement disposées autour du centre de la soie. Une soie
provenant d’un ceil ou spen est inactivé a plus de crétes, et ces crétes sont
plus petite et organisées de maniere non-symétrique. Dans les rétines mu-
tantes pour spen nous avons observé des soies par paire, contrairement a un

tissu sauvage ou chaque soie est isolée. Ce phénotype est certainement dii a la
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mort massive des IOCs les séparant en temps normal. Ces résultats suggerent

que spen est requis pour la différenciation terminale des soies.

3.1.2 Spen CONTROLE LA MORT PAR APOPTOSE DES IOCS AU COURS
DU DEVELOPPEMENT DE LA RETINE

Ces premiers résultats montrent clairement que spen est un gene requis
pour le bon développement de I'ceil adulte. Inactiver spen conduit a des dé-
fauts a de nombreux niveaux de I'organisation de I'ceil tel que la structure des
rabdomeres, la disposition des IOCs, et surtout le nombre d’IOCs. En effet,
inactiver spen conduit a un défaut du nombre d’IOCs, alors que surexprimer
spen dans 'ceil conduit a un exces d’IOCs (Fig. 3.1). Une hypothese pourrait
étre que spen intervienne dans la régulation de I’apoptose développementale
des IOCs. Une seconde hypothese pourrait étre que les fonctions de spen dans
le développement précoce de I'ceil entrainent des défauts dans 1’ceil adulte.

Afin de tester cette derniere hypothése, nous avons inactivé spen dans
I’ceil de Drosophile uniquement a partir des stades pupaux, évitant ainsi tout
défaut causé lors du développement larvaire. Pour cela, nous avons utilisé le
systeme GAL4/GALSO qui permet de controler I'expression dans le temps
d’un transgene (voir Matériels et Méthodes). Brievement, la protéine GALS0
est thermolabile et peut inactiver le facteur de transcription GAL4. Ainsi
a 18°C, la protéine GALSO est fonctionnelle, et le systeme UAS-GAL4 est
inactif. Si les mouches sont mises a 30°C, la protéine GALS80 est dégradée,
et le systeme UAS-GAL4 est activé. Les mouches controles expriment un
ARNI contre la luciférase (lucARNi), ont un ceil et une organisation des I0Cs
normaux, qu’elles soient élevées a 18°C ou que la protéine GALS0 soient
inactivé a 30°C apres la formation de la pupe. Les mouches exprimant un
ARNi contre spen ne développe aucun phénotype de I'ceil en présence de
la protéine GALSO et élevées a 18°C, ce qui prouve que le systeme GALSO

peut parfaitement inactiver ’expression de I’ARNi contre spen. En revanche,
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Fig. 3.4. Spen est requis pour la formation des soies de la rétine de Droso-
phile. (a-d) Images par microscopie électronique & balayage d’ceil adulte GMR>GFP (a,
c) et GMR>spen®BN (b, d). (e, f) Sections horizontales & travers les soies de mouches
GMR>GFP (e) et GMR>spen®BNi () obtenues par microscopie électronique & transmis-
sion.
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si ces mouches sont mises de 18°C a 30°C apres la formation de la pupe,
I'ceil devient rugueux, et la disposition et le nombre des IOCs sont affectés
(Fig. 3.5). Apres la formation de la pupe, les phases de division cellulaire et le
recrutement des photorécepteurs sont achevés. A ce stade, seules les cellules
cones et les cellules pigmentaires se mettent en place. Cette expérience permet
d’exclure tout effet précoce de spen sur le devenir des IOCs. D’ailleurs, spen
est requis pour le recrutement correct des photorécepteurs, des cellules cones
et des cellules pigmentaires primaires dans le disque imaginal d’ceil (Doroquez
et al. 2007).

Une autre hypothese permettant d’expliquer les IOCs manquantes lorsque
spen est inactivé serait que ce gene participe dans la vague d’apoptose déve-
loppementale. Spen aurait ainsi une action anti-apoptotique dans ce systeme.
Un moyen simple de tester cette hypothese est d’inhiber ’apoptose. En ef-
fet, si I'inactivation de spen conduit a un exces d’apoptose, alors bloquer
I’apoptose devrait empécher la perte excessive d’IOCs.

La protéine p35 du baculovirus a la propriété de bloquer les caspases
effectrices (Hay et al. 1995). La surexpression de cette protéine dans 'ceil
de Drosophile bloque les vagues d’apoptoses sensées éliminer les IOCs. Il en
résulte en un exces d’I0Cs dans 'ceil adulte (Fig. 3.6b et e) d’environ deux
cellules par ommatidium. Exprimer un ARNi contre spen conduit a un exces
de mort d’environ 4 cellules (Fig. 3.6 ¢ et ¢). De maniere intéressante, inhiber
I’apoptose via la protéine p35 sauve totalement la mort des I0OCs induite
par l'inactivation de spen. En accord avec ce résultat, le marquage contre la
protéine Decp-1 clivée (un marqueur d’activation d’apoptose) augmente dans
un clone spen mutant 28-30 heures APF (Fig. 3.6f,g et h). L’inactivation de
spen conduit ainsi a un exces d’apoptose.

De maniere surprenante, la co-expression de p35 et spen ARNi sauve
plus d’'TOCs que p35 seul. Ce résultat peut étre expliqué par le fait que

spen pourrait aussi étre impliqué dans le réarrangement des cellules avant les
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vagues d’apoptose. Ainsi inhiber spen mettrait plus d’IOCs en contact avec
les signaux de survie, ce qui combiné au blocage de 'apoptose conduirait a
un exces d’IOCs. D’ailleurs 'inactivation de spen conduit a une perte d’10C
mais aussi en une désorganisation non-homogene de la position des 10Cs,
ce qui suggere fortement que spen intervient dans le patterning des IOCs en
plus de la régulation de la mort. De plus, environ 5 extra IOCs sont comptés
en co-exprimant p35 et spen ARNi ce qui est similaire aux clones mutants
dark ou dronc ou 'apoptose est completement inhibée. Ainsi, en plus de son
role de survie, spen pourrait intervenir dans ’arrangement des IOCs pour

leur correct positionnement et élimination (voir discussion).

3.1.3 Spen REGULE LA SURVIE DES IOCS DE MANIERE
NON-AUTONOME A PARTIR DES CELLULES CONES

Afin de comprendre comment le gene spen intervient dans la régulation de
I’élimination des IOCs en exces, il est intéressant de savoir dans quelles cel-
lules spen intervient. Il a été proposé que I’élimination des IOCs en exces est
le résultat de signaux de survie et de mort émanent des cellules pigmentaires
primaires ou des cellules cones (Miller and Cagan 1998). On s’est donc inter-
rogé quant a la spécificité cellulaire de spen. A T'aide d’une lignée enhancer

03350) ‘nous avons observé que spen est exprimé ubiquitairement

trap (PZspen
dans le disque d’ceil de pupe avant et apres les vagues d’apoptose (Fig. 3.7).
En parallele, nous avons généré un anticorps dirigé contre spen (cet anticorps
reconnait chacune des isoformes de la protéine). La spécificité de I'anticorps
a été vérifiée par analyse clonale (Fig. 3.8). Le niveau de protéine est séve-
rement réduit dans les clones mutants. Le signal restant est certainement du
bruit de fond. Cet anticorps a confirmé I'expression ubiquitaire de spen dans
le disque d’ceil pupal (Fig. 3.7d, e et f). Le géne spen code pour une protéine
nucléaire. Jusque-la, les études sur ce gene ont été faites dans ’embryon et

la larve de Drosophile. Dans tous les cas les études ont rapporté que spen
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Fig. 3.7. Spen est exprimé ubiquitairement dans le disque pupal d’ceil. (a-c)
Rétines de pupe de mouche portant I’enhancer trap PZspen®33%0 et analysées 26 heures
APF. (a) Marquage anti-Arm. (b, ¢) Marquage anti-8-galactosidase montrant I’expression
de spen dans les cellules pigmentaires primaires (pp) et dans les cellules cones (cc). *
en (c) indique un noyau d’IOC. (d-f) Rétines de pupes de mouches sauvages (Canton-S)
analysées 42 heures APF. (d) Marquage anti-Spen montrant son expression dans les cellules
cones. (e) marquage nucléaire au DAPI. (f) Merge de (d) et (e), montrant la localisation
cytoplasmique et nucléaire de spen.

était exprimé ubiquitairement (Kuang et al. 2000, Wiellette et al. 1999), ce
qui est en accord avec nos résultats dans le disque pupal.

Le patron d’expression de spen dans le disque de pupe ne permet pas
d’émettre une hypothese quant aux cellules requises pour 'action de spen.
Afin de déterminer la contribution de chaque type cellulaire dans le role de
spen dans la survie es IOCs, nous avons réalisé une analyse statistique sur
des ommatidies mosaiques mutantes pour spen a la bordure des clones mito-
tiques, tout comme cela a été décrit pour les mutants spalt (Domingos et al.
2004). Dans ces ommatidies mosaiques la proportion de cellules mutantes ou
sauvages pour chaque type cellulaire est aléatoire. Le ou les types cellulaires

importants pour le role de survie de spen induiront un biais du nombre d’TOCs
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Fig. 3.8. L’expression de Spen est séverement réduite dans des clones spen
mutants. (a-d) Images par microscopie confocale de disque imaginal de troisiéme instar
larvaire dans lequel des clones spen® mutant ont été induits avec T155-FLP. Les clones
spen mutant n’expriment pas la GFP (a). (b) Immunomarquage contre la protéine Spen.
(c) Merge de (a) et (b) montrant la disparition du signal Spen dans les clones mutants.
(d) marquage des noyaux au DAPI. La barre d’échelle est 5um.

dans chaque ommatidie en fonction du nombre de cellules mutantes. Nous
avons donc analysé un grand nombre d’ommatidies mosaiques et compté le
nombre d'IOC en fonction du nombre de cellules mutantes pour chaque type
cellulaire (Fig. 3.10). Une hypothese attractive serait que spen agit directe-
ment au niveau des IOCs pour leur survie. Cependant nous avons observé
lors de cette analyse que spen n’est pas requis de maniere cellule-autonome
dans les IOCs, du moment que le nombre d’TOCs mutantes pour spen ou sau-
vage est en moyenne le méme dans les ommatidies mosaiques (Fig. 3.10c).
En effet, si spen était requis dans les IOCs pour leur survie, alors on devrait
en moyenne avoir moins d’IOCs mutantes dans les ommatidies mosaiques
étant donné que les IOCs mutantes meurent plus. Afin de confirmer ce ré-
sultat, nous avons utilisé un driver GAL4 spécifique des I0Cs (54C-GAL4).
Ce driver est exprimé uniquement dans les cellules pigmentaires primaires et
secondaires dans le disque de pupe (Fig. 3.9a, b et ¢). Afin de vérifier si ce
driver est assez puissant pour exprimer un ARNi, nous avons exprimé a ’aide
de ce driver un ARNi contre le gene white qui code un pigment rouge présent
dans les IOCs. L’expression de cet ARNi permet de séverement réduire le

niveau des pigments (Fig. 3.9d, e et ). Cela montre que ce driver est capable
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Fig. 3.9. L’inactivation de spen dans les IOCs n’affecte pas la survie des IOCs.
Voir légende ci-dessous
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Fig. 3.9 : (a-c) Rétines de pupe de mouche exprimant UAS-APC2 : :GFP
sous le controle de 54C-GAL4 42 heures APF. (a) Marquage anti-Arm; (b)
expression de la GFP membranaire ; et (c) merge de (a) et (b) montrant
le patron d’expression de 54C-GAL4. (d-f) Image de microscopie optique
d’ceil de Drosophile exprimant un dsARNi contre la luciferase (controle,
d) et le géne white (e), les deux ARNI sous le controle de 54C-GAL4. (Eil
exprimant un dsARNi contre le géne white (f) sous le controle de GMR-
GALA4. Les drivers 54C-GAL4 et GMR-GAL4 permettent I’expression de
white dsARNi dans les IOCs, résultant en une réduction de la pigmentation
rouge. (g-j) IOCs de 54C>GFP (g), 54C>spenBN (h), 54C>spen (i),
and 54C> Notch*’Nl (j) visualisées par neutralisation de la cornée. (k)
Quantification des IOCs des rétines de (g-j). Moyenne + erreur standard
pour 1 > 10. x**p < 0.0001 test-t de Student. L’inactivation de spen dans
les IOCS n’a aucun effet sur leur nombre, mais la surexpression spen tout
comme l'inactivation de Notch conduit a un excés d’I0Cs.

d’induire un ARNi dans les IOCs. L’expression d'un ARNi contre spen avec
le driver 54C ne cause aucun défaut au niveau des IOCs, que ce soit leur
nombre ou leur disposition (Fig. 3.9g et h). La méme expérience a été réa-
lisée en ajoutant une construction UAS-dicer afin d’amplifier la machinerie
ARN interférent. De maniere intéressante, 'expression de spen dans les IOCs
augmente le nombre d’IOCs de la méme maniere que 'expression de Notch
ARNi (Fig. 3.91, j et k). Il a déja été montré que I'inhibition de Notch conduit
a un défaut d’apoptose des IOCs (Cagan and Ready 1989b). Notre résultat
est ici en accord du moment que spen agit comme régulateur négatif de la
voie Notch (Doroquez et al. 2007). L’ensemble de ces résultats confirment le
fait que spen promeut la survie des IOCs de maniere non cellule autonome
mais a distance.

L’analyse des clones mosaiques a part ailleurs montré que ni les soies ni
les cellules pigmentaires primaires n’étaient requise dans le role de survie de
spen (Fig. 3.10d et e). En d’autres termes, le nombre de cellules pigmentaires
primaires ou de soies mutées pour spen n’influence pas la survie des IOCs. En
revanche, nous avons montré que le nombre d’IOCs est clairement diminué
lorsqu’une ou plusieurs cellules cones sont mutées (Fig. 3.10f). Plus il y a de

cellules cones mutantes pour spen, moins la survie des IOCs est assurée. Le
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gene spen controle ainsi la survie des IOCs a partir des cellules cones.

Nous montrons ici que le gene split ends, est requis pour la mise en place
et la régulation du nombre de cellules interommatidiales dans 1’ceil de Droso-
phile. Son inhibition conduit a de dramatiques défauts, notamment une perte
d’IOCs et une mauvaise disposition. Ce phénotype est sauvé par le blocage
de I'apoptose ce qui montre que spen aurait une fonction anti-apoptotique.

De plus spen agirait a partir des cellules cones uniquement.

3.1.4 Spen CONTROLERAIT LA MORT DES IOCS EN CONTROLANT LE

RELARGUAGE DU LIGAND SPITZ

Afin de commencer a comprendre comment spen régule la survie des IOCs,
nous nous sommes intéressés aux voies de signalisation Notch et EGFR. La
voie Notch est connue pour promouvoir la mort des IOCs alors que la voie
EGFR enverrait des facteurs de survie. D’ailleurs, une étude a montré que
spen antagonise la voie Notch et favorise la voie EGFR dans I'eeil en dévelop-
pement, ce qui serait en accord avec nos résultats. Nous avons immunomar-
qué des disques d’ceil de pupe contenant des clones spen contre E(splt), un
marqueur d’activation de la voie Notch. Toutefois nous n’avons vu aucune
variation des niveaux de cette protéine lors de la vague d’apoptose 28-30
heures APF. Nous avons analysé I’expression de Spitz, le ligand du récepteur
de la voie EGF. Dans un tissu sauvage spitz est exprimé dans toutes les IOCs
(Miller and Cagan 1998). L’inactivation de spen entraine une augmentation
des niveaux de spitz dans les IOCs, mais surtout une accumulation de ce
ligand dans les cellules cones (Fig. 3.11). Ce résultat est d’autant plus inté-
ressant que spitz serait controlé par rétention dans la cellule qui le produit
(Schlesinger et al. 2004). Une hypothese attractive serait que spen soit requis
pour le relargage de Spitz a partir des cellules cones controlant ainsi la survie

des 10Cs.
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Fig. 3.10. La survie des IOCs nécessite ’expression de spen dans les cellules
cones. (a, b) Images par microscopie confocale de disque d’ceil pupal 42 heures APF
marqués contre Armadillo (a). Des clones spen mutants sont générés par T155-FLP. Les
clones spen mutant n’expriment pas la GFP. La ligne jaune en (b) marque la bordure
du clone. (c¢) Quantification des IOCs (cellules pigmentaires secondaires et tertiaires) par
ommatidium mosaique en comparant le coté sauvage et le c6té mutant pour spen. (d-
f) Quantification des IOCs par ommatidium de maniére relative au nombre de cellules
pigmentaires primaire mutantes (d), de soies mutantes (e), ou de cellules cones mutantes
non significatif et * % xp < 0.0001.
Test non paramétrique de Kruskal-Wallis. Le nombre de cellules cones mutantes pour spen

(f). Moyenne + erreur standard pour n > 10. ns =

in mosaic clones

influence le nombre total d’TOCs dans les tissus mosaiques.
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Fig. 3.11. Spitz s’accumule dans les cellules cones et les IOCs dans les clones
spen mutants. (a-c) Images par microscopie confocale de disque pupaux d’ceil observées
35 heures APF dans lequel des clones spen® mutant ont été induits avec T155-FLP. Les
clones spen mutant n’expriment pas la GFP (a). (b) Immunomarquage contre la protéine
Spitz. (c) Merge de (a) et (b) montrant 'accumulation de Spitz dans les cellules cones
dans les clones mutants. La barre d’échelle est 20um.
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3.2 Spen est nécessaire a la résistance au stress oxy-

datif dans le cerveau adulte

Nos premiers résultats générés lors de I'étude du role de spen sur le dé-
veloppement des cellules interommatidiales ont mis en évidence une fonction
de ce gene dans la survie des cellules de maniere non-autonome ("non cell-
autonome”). Nous avons émis ’hypothese que cette fonction de spen pourrait
étre conservée dans un contexte neuro-dégénératif et non plus développemen-
tal.

Dans ce contexte général, plusieurs raisons nous ont conduit a utiliser
la Drosophile pour étudier le role des cellules gliales et notamment du gene
spen dans la maladie de Parkinson (Parkinson Disease, PD). En premier lieu,
la maladie de Parkinson est facilement modélisable chez la Drosophile. Plu-
sieurs genes dont la mutation conduit a la maladie chez I’homme sont tres
bien conservés chez la Drosophile et plusieurs modeles génétiques ont été dé-
veloppés chez la mouche. Par ailleurs des agents chimiques connus pour étre
responsable du développement de la maladie de Parkinson peuvent aussi étre
utilisés pour modéliser la maladie chez la mouche (Botella et al. 2009, Whit-
worth 2011). C’est notamment le cas du paraquat (PQ). Cet agent chimique
a longtemps été utilisé comme pesticide dans le monde agricole avant d’étre
interdit pour des raisons de santé publique (Akhavein and Linscott 1968). Le
paraquat est connu pour interagir avec la chaine respiratoire mitochondriale
et la bloquer, entrainant de ce fait un stress oxydatif. Cet agent chimique est
ainsi connu pour causer les symptomes de type Parkinson (Koller 1986). De
fagon intéressante, la transcription du gene spen est modifiée en réponse a une
exposition au paraquat (Girardot et al. 2004). Le gene spen étant nécessaire
au développement et au maintien des cellules gliales chez la Drosophile (Chen
and Rebay 2000), on pouvait considérer qu’il s’agisse d'un gene glial dont les

fonctions refletent pour partie celles qui sont exercées par la microglie et les
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astrocytes chez les mammiferes dans les situations de mort neuronale.

Dans un contexte ou le role des cellules gliales sur la survie des neurones
dopaminergiques n’est pas clair, nous avons étudié le role de spen dans la glie
sur la survie neuronale dans un modele de toxicité de type stress oxydatif

induit par le paraquat.

3.2.1 L’EXPRESSION DU GENE spen EST MODULEE EN REPONSE A UN

TRAITEMENT AU PARAQUAT

Afin de comprendre les mécanismes de réponse communs a différents
stress, une équipe a analysé la réponse transcriptionnelle a 1’échelle du génome
a différents stress dont un stress de type oxydatif chez la mouche (Girardot
et al. 2004). Des mouches adultes ont ainsi été soumises a un traitement par
ingestion au paraquat connu pour conduire a la formation d’especes oxygénées
réactives (ROS reactive oxygen species) et donc induisant un stress oxydatif.
Cette étude a montré que 24 heures aprés un traitement au paraquat (10
mM), l'expression du gene spen était réprimée d’environ 30%. Par contre,
I’expression de spen reste inchangée en réponse a la tunicamycine entrainant
un stress du réticulum endoplasmique (RE). La modulation de spen semble
donc spécifique a un traitement paraquat. Une simple étude transcriptomique
ne suffit pas pour conclure sur les fonctions ou 'implication d'un gene dans
un processus donné, d’autres études seront nécessaires pour venir confirmer
ou infirmer cette observation.

Nous avons tout d’abord confirmé par ¢-PCR la diminution de 'expres-
sion du gene spen apres ingestion de PQQ par des mouches adultes. Le locus de
spen code pour différents isoformes (voir introduction), ainsi nous avons choi-
sis nos primers via un chevauchement intronique sur deux exons communs a
tous les isoformes (voir matériel et méthode). Afin de reproduire le résultat
de I'équipe précédemment citée, des mouches sauvages agées de 3 jours ont

été mises en présence de 10 mM de PQ pendant 24 heures. Les mouches ont
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été ensuite broyées, 'ARN extrait puis reverse-transcript, et I’expression de

spen analysée par ¢-PCR (Fig. 3.12a).

3.2.2 L’EXPOSITION AU PARAQUAT ENTRAINE UNE PERTE DES
NEURONES DOPAMINERGIQUES ET L’APPARITION DE DEFAUTS

LOCOMOTEURS ET DE SURVIE

Les défauts de locomotion visibles chez les malades atteints de Parkinson
sont une conséquence de la perte des neurones dopaminergiques particulie-
rement sensibles au stress oxydatif (Fahn and Cohen 1992). Afin de vérifier
la toxicité de 'exposition des mouches au paraquat sur les neurones dopa-
minergiques, nous avons mesuré la viabilité des neurones dopaminergiques
en regardant I'activité transcriptionnelle de quatre genes impliqués dans le
métabolisme de la dopamine : vmat, ddc, pale et dat. Pale et ddc sont impli-
qués dans le métabolisme de la dopamine, vmat et dat sont impliqués dans
le transport de la dopamine (Greer et al. 2005, Bertoldi 2014, Budnik and
White 1987). Ces enzymes sont spécifiques des neurones dopaminergiques.
Ainsi la mort de ces neurones se traduit directement par la perte d’expres-
sion de ces genes. Nous avons analysé ’expression de ces genes sur des extraits
ARNm de tétes apres avoir exposé les mouches au paraquat. Nous avons mon-
tré que des 12 heures apres le début d’un traitement au paraquat, 'activité
des quatre genes liés au métabolisme de la dopamine est séverement réduite
(Fig. 3.12b). Ce résultat montre que 'exposition des mouches au paraquat af-
fecte séverement la survie des neurones dopaminergiques. Chez I’homme, les
corps cellulaires des neurones dopaminergiques situés au niveau de la sub-
stance noire projettent vers le striatum et sont essentiels a l'initiation des
mouvements volontaires (Grace et al. 2007). Afin de comprendre si I'expres-
sion de spen est requise pour la résistance a un stress oxydatif, nous avons
dans un premier temps validé plusieurs tests permettant d’évaluer la réponse

des mouches a un traitement au paraquat.
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Fig. 3.12. L’expression de spen est modulée en réponse au paraquat (PQ), un
agent chimique induisant la mort des neurones dopaminergiques. (a) L’expression
de ’ARNm de spen diminue en réponse a un traitement PQ (10 mM) de 24 h. Les ARNs
ont été isolés a partir de 25 mouches males agées de 72h puis rétro-transcripts avant
d’étre analysés par qPCR. Les données représentent la moyenne de quatre expériences
indépendantes avec I’écart-type. Test non-paramétrique de Mann-Whitney. xp < 0,05. (b)
Dosage des transcrits de genes codant pour des protéines impliquées dans le métabolisme
de la dopamine. Les ARNm ont été isolés a partir de 25 mouches méles apres traitement au
PQ (10 mM) ou en condition controle. Le traitement au paraquat entraine une diminution
de ’expression des 4 geénes reflétant la mort des neurones dopaminergiques. Les résultats
sont issus de deux réplicas biologiques indépendants. (¢) Capacités de mouches sauvages
agées de 72h a monter sur la paroi d’un tube apres traitement au PQ. Chaque condition
correspond & un groupe de 20 males apres un traitement de 24, 48 ou 72h de PQ (10 mM)
(histogrammes gris) ou en condition contréle (histogrammes blancs). Test de Student :
* % p < 0,001 %% *xp < 0,0001. (d) Evaluation de la survie de mouches sauvages exposées
au PQ. Des groupes de 20 males sont placés sur différents milieux contenant différentes
concentrations de paraquat. Leur survie sur ces milieux est évaluée au cours du temps.
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Les deux tests utilisés sont : un premier test fonctionnel évaluant les
défauts locomoteurs des mouches, et un deuxieme évaluant la survie apres
traitement.

1) Le test locomoteur consiste a analyser la capacité des mouches & mon-
ter le long d’un tube par géotaxie négative. Pour cela, des mouches agées de
3 jours sont traitées ou non au paraquat et placées ensuite dans des tubes
vides. Leur capacité a grimper le long de ce tube est évaluée par rapport
a des mouches controles n’ayant pas été mises en présence de paraquat.
Les mouches controles (milieu non-supplémenté) mettent en moyenne six
secondes a monter en haut du tube, que ce soit 12, 24 ou 48 heures apres
le traitement. En revanche, les mouches mises sur paraquat mettent environ
huit secondes a monter 12 heures apres le traitement et jusqu’a 30 secondes
deux jours apres la mise sur paraquat (Fig. 3.12¢).

2) Le second test consiste a évaluer la survie des mouches en réponse au
traitement paraquat. Pour cela des mouches agées de 3 jours sont nourries sur
du milieu contenant du paraquat ou non (controle). Le nombre de mouches
mortes au cours du temps est évalué dans les jours suivants le traitement.
Ainsi, moins de 10 jours apres 'exposition a 10 mM de paraquat, I'intégralité
des mouches aura succombé (Fig. 3.12d). La réponse est par ailleurs dose
dépendante, car si 'on soumet les mouches a un paraquat deux fois plus
concentré c’est a dire de 20 mM, les mouches meurent plus rapidement. Une
équipe a également montré qu’une application directe du PQ au niveau du
cerveau des drosophiles induisait une réponse beaucoup plus rapide et ce
méme pour des doses inférieures (Rival et al. 2004).

Nous disposons ainsi de deux tests fonctionnels permettant d’évaluer la

réponse des mouches a un stress oxydatif suivant I'ingestion de paraquat.
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3.2.3 Spen EST EXPRIME UBIQUITAIREMENT DANS LE CERVEAU ADULTE

DE LA MOUCHE

Le gene spen code pour une protéine nucléaire connue pour étre expri-
mée ubiquitairement dans 'embryon et dans la larve de Drosophile (Chen
and Rebay 2000, Wiellette et al. 1999). Jusque-la aucune étude n’a montré
le role de spen chez la pupe ou dans le cerveau adulte. Afin de cartogra-
phier 'expression de spen dans le cerveau adulte et de déterminer dans quel
type cellulaire il est exprimé, nous avons réalisé des cryosections de téte de
drosophile provenant d’une lignée “enhancer trap” exprimant l’enzyme (-
galactosidase (8-GAL) sous le controle du promoteur de spen. Les sections
ont été marquées avec un anticorps contre la S-GAL, le patron d’expres-
sion de I'’enzyme devant récapituler celui de spen. Deux autres marquages,
anti-Elav et anti-Repo mettent en évidence les neurones et les cellules gliales
respectivement. Le résultat montre que tout comme dans I’embryon ou la
larve, spen est exprimé de maniére ubiquitaire chez I’adulte (Fig. 3.13a-c).

Afin de confirmer ce résultat, nous avons ensuite réalisé des marquages
avec l'anticorps polyclonal dirigé contre spen que nous avons produit au la-
boratoire. Malheureusement ces expériences de marquages n’ont pas donné
de résultats satisfaisants. Deux hypotheses peuvent expliquées ce résultat né-
gatif : soit un probleme technique de détection chez ’adulte, soit un niveau
d’expression de spen trop faible pour étre mise en évidence avec un anticorps
spécifique. La détection de la -GAL peut en effet s’avérer plus sensible qu’'un
anticorps étant donné que I'enzyme [(-galactosidase est tres stable et a une

perdurance tissulaire tres importante.
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Fig. 3.13. Le géne spen est exprimé ubiquitairement dans le cerveau adulte et
est requis pour la résistance a un stress oxydatif. (a-c) Les panels a, b et ¢ présentent
des cryosections sur cerveau de mouches portant un élément-P permettant I’expression de
I'enzyme 3-galactosidase sous le contréle du promoteur de spen (PPZspen?33°?). Les coupes
ont été marquées avec un anticorps dirigé contre la protéine Repo spécifique des cellules
gliales (a), contre la protéine Elav spécifique des neurones (b) et contre la S-galactosidase
afin de révéler le patron d’expression de spen dans le cerveau adulte. Spen est exprimé
ubiquitairement dans le cerveau adulte de la mouche. (d-e) L’inactivation d’une copie
du gene spen rend les mouches plus sensibles au paraquat. La survie de 30 mouches par
conditions mises sur un milieu contenant 10 mM de paraquat est évaluée. Deux lignées
mutantes pour spen ont été utilisées (PPZspen®3350 P(lacW)spenk06895). Test Log-rank
(Mantel-Cox) : * % p < 0,001, % * xp < 0,0001.
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3.2.4 Spen EST REQUIS POUR LA RESISTANCE A UNE EXPOSITION AU

PARAQUAT

Afin de tester ’hypothese selon laquelle spen pourrait étre important pour
la résistance a un stress oxydatif, des mouches hétérozygotes mutantes pour
spen ou des mouches sauvages (controles) ont été mises en présence de para-
quat (Fig. 3.13 et matériel et méthodes). Deux lignées mutantes pour spen
différentes ont été testées en parallele : P(PZ)spen®359 P(lacW)spenk06805,
Trois jours apres éclosion les males et les femelles ont été séparés avant de
réaliser le test de survie. On observe que le fait d’inactiver une copie de
spen (hétérozygote) rend les mouches plus sensibles au stress oxydatif; les
mouches hétérozygotes mutantes meurent plus vite que les mouches controles
et ce pour les femelles comme pour les méales (Fig. 3.13d, e, le résultat pour
les mouches femelles n’est pas montré). Ce résultat est vrai pour les deux
lignées mutantes, et est indépendant du sexe (on rappelle que le gene spen
est situé sur le second chromosome de la Drosophile).

Afin de confirmer et de développer ce résultat, nous avons ensuite testé
les capacités locomotrices des mouches hétérozygotes mutantes pour spen.
Sans traitement paraquat les mouches hétérozygotes mutantes pour spen ont
la méme vitesse pour grimper le long du tube que les mouches controles
(sauvages). Ceci indique que la perte d'une copie du gene spen seule n’induit
pas de défauts locomoteurs. En revanche, apres un traitement au paraquat
de 24 heures, la suppression d’une copie du gene spen induit un défaut de

locomotion par rapport aux mouches controles (Fig. 3.14e).
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Fig. 3.14. L’expression gliale de spen chez ’adulte est nécessaire a la résistance

a un stress au paraquat.
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Fig.3.14 : (a-b) L’inactivation de spen dans les cellules gliales rend les
mouches plus sensibles au paraquat. Des mouches exprimant spen®EN ou
LacZ BN (controle) sous le controle de repo-GAL4 (a) ou elav-GAL4 (b)
sont mises sur un milieu contenant 10 mM de paraquat. La survie des
mouches est évaluée. * x x,p < 0,0001 (c-d) La susceptibilité des mouches
mutantes pour spen n’est pas un défaut développemental. Des mouches
tub-GALSO™ ; ;regQ—GAL4 sont croisées avec des mouches UAS-spen RN
ou UAS-LacZA®N! (controle). La génération F1 est mise en présence de
paraquat et leur survie est évaluée. (c) Les mouches se développent a
18°C, apres éclosion les mouches sont mises & 29°C pendant 5 jours, puis
traitées au paraquat. (d) Les mouches se développent & 18°C, apres éclo-
sion, les mouches sont traitées sur paraquat a 18°C. A 18°C, le driver
repo-GAL4 est inactif, aucun effet sur la survie n’est observable entre
les mouches controles et celles exprimant un ARNi contre spen. Pour
des raisons de croisements génétiques seules les femelles sont étudiées.
n>50 mouches par condition. Test Log-rank (Mantel-Cox). *p < 0,01,
% p < 0,001. (e) Test de locomotion effectué sur des mouches hétérozy-
gotes mutantes pour spen ou exprimant un ARNi contre spen dans les cel-
lules gliales (repo>spen®tN1), n>50 mouches par condition % p < 0,001,
xxxp < 0,0001, test non paramétrique de Mann Whitney. (f) L’expression
d’un ARNi contre spen dans les cellules gliales (repo-GAL4) est capable
de réduire ’expression de spen. Les ARNs ont été isolés a partir d’environ
25 tétes de mouches agées de 72h puis rétro-transcripts avant d’étre ana-
lysés par qPCR. Les données représentent la moyenne de trois expériences
indépendantes avec les écart-types.

Ces résultats ont été obtenus en inactivant une seule copie de spen et
ce dans la mouche entiere. Les résultats des tests locomoteurs suggerent ce-
pendant un role de spen dans ’atteinte neuronale en réponse au paraquat.
Afin de savoir si le défaut locomoteur observé est lié a un role spécifique de
spen au niveau des neurones ou un effet indirect via les cellules gliales, nous
avons inactivé le gene spen uniquement dans les cellules gliales ou dans les
neurones grace au systeme UAS-GAL4. Pour cela nous avons utilisé le driver
elav-GAL4 spécifique des neurones et le driver repo-GAL4 spécifique des cel-
lules gliales. La construction UAS-(-galactosidase ARNi a été utilisée comme
controle, et en parallele des constructions UAS-spen ARNi. Les deux tests
(survie et test locomoteur) ont été réalisés dans ces conditions. Nous avons

montré que I'inactivation de spen dans les cellules gliales uniquement rendait
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les mouches plus sensibles a un traitement paraquat que ce soit en survie ou
en test locomoteur (Fig. 3.14a, e). Il est important de noter que sans stress
oxydatif (paraquat 0 mM), 'inactivation de spen dans les cellules gliales ne
modifie pas les capacités locomotrices de la mouche (Fig. 3.14e). En revanche,
I'inactivation de spen dans les neurones ne modifie pas la survie des mouches
en réponse au stress (Fig. 3.14b). Nous avons également controlé par -PCR
que nous pouvions mesurer la diminution du niveau des transcripts de spen
dans le cerveau adulte en utilisant les drivers repo-GAL4 pour exprimer un
ARNIi contre spen dans les cellules gliales (Fig. 3.14f). L’expression de spen
dans le cerveau adulte est diminuée d’environ 80% suite a I’expression d’un
ARNIi avec le driver repo-GAL4. Spen étant exprimé dans les neurones et les
cellules gliales, il est probable que 'expression restante soit liée a la présence
de spen dans les neurones. D’ailleurs, des résultats préliminaires montrent
que la méme expérience avec le driver elav-GAL4 montre une diminution de
Pexpression de spen d’environ 20%. Ces résultats pourront étre confirmés en
exprimant un ARNi contre spen dans la glie et les neurones en méme temps
(lignée de Drosophile elav-GAL4 ; ;repo-GALA4).

L’inactivation de spen dans les cellules gliales entraine une susceptibilité
accrue des mouches au traitement paraquat. Nous avons alors essayé de sur-
exprimer spen dans la glie afin de voir si cela n’aurait pas 'effet contraire a
savoir protéger du stress oxydatif suivant le traitement au paraquat. Il s’avere
cependant que la surexpression de spen dans la glie (repo-GAL4>UAS-spen)
est létale, probablement en conséquence de défauts développementaux des
cellules gliales. Par la suite il pourra étre possible de sur-exprimer spen uni-
quement chez ’adulte en utilisant le systeme UAS-GAL4-tubGALS0®™.
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3.2.5 L’EXPRESSION DE spen DANS LA GLIE EST REQUISE CHEZ LA

MOUCHE ADULTE POUR LA RESISTANCE AU STRESS OXYDATIF

Le gene spen est connu pour interagir avec la voie de signalisation EGFR
afin de controler la survie et la migration des cellules gliales au cours de 1’em-
bryogénese (Chen and Rebay 2000). Les résultats obtenus que ce soit avec
le test de survie ou le test locomoteur pourraient étre la conséquence d’un
role précoce de spen sur le développement des cellules gliales. En effet 'in-
activation de spen dans les cellules gliales durant la formation de I’embryon
pourrait compromettre le bon développement du cerveau et résulterait en des
mouches adultes plus sensibles au paraquat. Afin de tester cette hypothese,
nous avons de nouveau utilisé la protéine GAL80™. Grace & ce systéme, nous
avons inactivé spen dans les cellules gliales une fois le développement du
cerveau de la mouche terminé. En présence de la protéine GALSO™ active,
aucun effet n’est visible entre les mouches repo>spen ARNi et les mouches
controles (Fig. 3.14d). En revanche, si on inactive la protéine GAL80"™ apres
I’éclosion des mouches (i.e. on inactive spen dans la glie adulte), les mouches
sont plus sensibles a un stress oxydatif comparé aux controles (Fig. 3.14c).
Ce résultat montre que les effets observés en réponse a un stress oxydatif
ne sont pas le résultat de défauts développementaux mais d’un role de spen

dans le cerveau adulte.

3.2.6 L’EXPRESSION DE spen DANS LE CERVEAU ADULTE CONTROLE
DES ACTEURS DE LA REPONSE ANTI-OXYDANTE ET LA VOIE DE
SIGNALISATION NOTCH

L’inactivation de spen conduit a une sensibilité accrue des mouches a un
stress oxydatif suite a un exposition au paraquat. Afin de comprendre com-
ment spen pourrait avoir un role protecteur, nous avons étudié ’expression

de deux genes antioxydants : SOD (super-oxyde dismutase) et Ferritine (Lio-
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chev 1996). Nous avons tout d’abord évalué quels génes antioxydants étaient
impliqués dans notre modele de stress oxydatif (paraquat). Pour cela nous
avons évalué l'activité transcriptionnel de ces genes en réponse a un trai-
tement au paraquat. Nous montrons que les genes sodl et sod2 ne varient
pas en réponse au traitement, contrairement aux genes formant le complexe
Ferritine : ferritinel et ferritine2 (Fig.3.15a). En effet ces deux derniers sont
surexprimés en réponse au traitement paraquat, suggérant I'implication de la
Ferritine dans la réponse a ce stress. D’ailleurs le role de la Ferritine dans la
maladie de Parkinson est activement étudiée (Quintana and Gutiérrez 2010).
La ferritine est une hétéroprotéine constituée de 24 sous-unités et ayant un
role anti-oxydant par le stockage des ions ferreux.

Nous avons alors regardé la possible interaction entre spen et la Ferri-
tine. De maniere surprenante, l'inactivation de spen conduit a une réduction
de l'activité transcriptionnelle des genes composants la Ferritine (Fig.3.15b).
Spen pourrait ainsi réguler le stress oxydatif via son interaction avec le com-
plexe de détoxification Ferritine.

Nous avons montré que spen était exprimé dans les cellules gliales et les
neurones, mais que son role sur le controle de la survie des cellules neuro-
nales en réponse a un stress oxydatif semblait étre associé a son expression
dans les cellules gliales. Afin de comprendre les mécanismes gliaux spécifiques
responsables de la mort des neurones dopaminergiques, nous avons dans un
premier temps testé le role de la voie Notch, en collaboration avec Dr Laurent
Seugnet, spécialiste de la voix de signalisation Notch.

Nous avons utilisé un rapporteur de la voie Notch (Notch responsive ele-
ment, NRE-GFP) pour mesurer I'activation de la voie dans les cellules gliales
apres inactivation ou non de I’expression de spen par ARNi. En effet, la voie
Notch est impliquée dans la signalisation suivant les contacts entre deux cel-
lules, et spen interagit génétiquement avec cette voie (Doroquez et al. 2007).

Une expression basale de Notch a été détectée dans le cerveau adulte grace
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Fig. 3.15. Spen est impliqué dans la réponse oxydative et la voie de signalisation
Notch. (a) Analyse des niveaux de transcrits de quatre génes de la réponse anti-oxydante
en réponse a un traitement au paraquat. Des mouches agées de 3 jours sont traitées au
PQ 10 mM pendant 0, 24 ou 48h. L’expression des génes est mesuré sur des extraits ARN
isolés & partir d’extraits de tétes (n>40). (b) Expression transcriptionelle des deux genes
formant la Ferritin lorsqu'une copie de spen est mutée (PPZspen®33°0/4) ou lorsque spen
est inactivé dans la glie (repo>spen®RBN). (c-d) Cerveaux entiers exprimant le rapporteur
Notch NRE-GFP. L’expression d’'un ARNi contre spen dans les cellules gliales avec le driver
Eaat1l-GAL4 (d) supprime l'activation basale de la voie Notch comparé au contrdle (c).
(e) Quantification des intensités de la GFP (NRE-GFP) de (c) et (d). Les barres d’erreur
représentent les écart-types. “N” désigne le nombre de cerveaux analysés par condition.
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au rapporteur NRE-GFP (Fig. 3.15¢).

Afin de tester si I'inactivation de spen module 'activation de la voie
Notch, nous avons utilisé un driver eaatl-GAL4. Ce driver est spécifique des
cellules gliales de la neuropile. Par ailleurs le driver eaat!-GAL4 est exprimé
plus tardivement que le driver repo-GAL4, ce qui amoindrie d’éventuels ef-
fets parasites suite au développement de la mouche. L’expression d’'un ARNi
contre spen avec le driver eaat!-GAL4 diminue fortement I'activité de la voie
Notch (Fig. 3.15d, e). Spen serait ici un régulateur positif de la voie Notch.

Toutefois des expériences supplémentaires doivent étre réalisées afin de
vérifier si ¢’est bien la modulation de la voie Notch qui entraine la sensibilité
au stress oxydatif des mouches lorsque spen est inactivé. Afin de confirmer
I'interaction génétique entre spen et la voix Notch en réponse a un stress
oxydatif, il serait intéressant de moduler spen ainsi que la voie Notch en
méme temps dans les cellules gliales, afin d’observer s’il existe une interaction
génétique et si les effets sont additifs.

Nous avons montré ici que spen était requis dans le cerveau adulte pour
la résistance a un stress au paraquat, peut-étre via son interaction avec les

genes de la réponse anti-oxydante ou avec la voie de signalisation Notch.

3.3 Résultats Annexes

3.3.1 GMR-GAL4 DRIVER ET L’AFFECTATION DES SOIES

L’expression d'un ARNi contre spen dans les cellules de 'ceil via le dri-
ver fort GMR-GAL4 conduit a un phénotype assez marqué des soies de I'ceil
(Fig. 3.4). Le driver GMR-GAL4 est connu pour cibler toutes les cellules de
I’ceil apres le passage du sillon morphogénétique. Dans le but de caractériser
les drivers GAL4 utilisé dans notre étude, nous avons avec surprise remar-
qué que le driver GMR-GAL4 ne ciblait pas les quatre cellules formant la
soie dans le disque de pupe 42 heures APF (Fig. 3.16a-d). Ce driver cible en
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revanche l'intégralité des autres cellules composant le disque d’ceil de pupe
42 heures APF. Il est alors étonnant d’observer un phénotype au niveau des
soies avec un tel driver. Cela peut-étre expliqué de deux manieres qui ne sont
pas exclusives. En désorganisant les cellules interommatidiales, I'inhibition de
spen peut affecter physiquement la soie en croissance et conduire a ce phéno-
type. Autrement, il est possible que le driver GMR-GAL4 ne soit pas exprimé
dans les soies 42 heures APF, mais plus tot au cours du développement. Pour
tester cette seconde hypothese, nous avons utilisé une construction génétique
permettant de suivre le lignage cellulaire (Matériels et Méthodes). Cette ap-
proche permet de faire exprimer un marqueur héritable (LaCZ) aux cellules
ayant une origine commune. Cette approche nous permet de savoir si au
cours du développement de 'eil le driver GMR-GAL4 a été exprimé dans les
cellules formant la soie. Il s’avere en effet que par cette approche l'intégra-
lité des cellules formant le disque d’ceil 42 heures APF expriment ’enzyme
p-galactosidase (Fig. 3.16a’-d’). Ce résultat montre que plus tot au cours du
développement de I'ceil le driver GMR-GAL4 a ciblé les cellules formant les
soies. D’ou le phénotype observé dans les mouches GMR > spen ARNi.

3.3.2 Spen ET LA FORMATION DES VEINES DE L’AILE

Dans le but initial de valider notre anticorps, nous voulions surexprimer
ou inhiber spen dans le disque imaginal d’aile, afin de vérifier la modulation
du signal de Spen et donc valider I'anticorps. Pour cela, nous avons utilisé le
driver engrailed-GAL4 (en-GAL4). Ce driver est spécifique du compartiment
postérieur du disque d’aile alors que le compartiment antérieur reste parfai-
tement sauvage. Les mouches surexprimant spen avec ce driver (en>spen)
n’éclosent pas et meurent a I'état pupal. Ce défaut d’éclosion est certaine-
ment di a un probleme au niveau des ailes. L’inactivation de spen par ARNi
suivant le méme principe n’est pas létal pour la mouche. Le résultat a été

assez surprenant car les ailes obtenues sont peu affectées. Cependant les ailes
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Gmr>nls-GFP

GMR>act>stop>LacZnuc

Fig. 3.16. Le driver GMR-GAL4 cible les cellules composants les soies mais
pas dans les phases tardives du développement du disque de pupe. (a-d’) Images
par microscopie confocale de disque d’ceil de pupe 42 heures APF et exprimant nls-GP
(a-d) ou le trageur de lignage act>stop>LacZ"¢ (a’-d’). (a,a’) Marquage des membranes
avec un anticorps anti-Armadillo. (b,b’) Marquage anti-Elav. A ce focus, on distingue
chaque neurone composant les soies. (¢) nls-GFP récapitulant le patron de GMR-GALA4.
A ce focus, on voit le noyau de chaque IOCs. De maniere surprenante, GMR n’est pas
exprimé dans les soies. (¢’) Patron d’expression de GMR-GAL4 avec le traceur de lignage
(act>stop>LacZ™¢). Dans ce cas, toutes les cellules y compris les cellules des soies ex-
priment la S-galactosidase. Ce résultat montre que GMR-GAL4 cible les soies, mais plus
42 heures APF.
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Fig. 3.17. L’inactivation de spen dans I’aile de la Drosophile bloque la formation
de la PCV. (a-b) présentent des ailes entieres de mouches imagées par loupe optique.
Aile de mouche contrdle (en>UAS-GFP) (a), et exprimant spen®ENt (en>spen BN (b).
La fleche blanche indique la PCV (posterior cross vein) dans un tissu sauvage, la fleche
violette montre ’absence de PCV dans un contexte ou spen est inactivé. Grossissement
x80.

des mouches apparaissent voilées et surtout la veine postérieure transversale
(PCV, posterior crossed vein) est absente dans 'intégralité des cas (Fig. 3.17).

Chez la Drosophile c¢’est dpp (decapentaplegic) un morphogene qui est res-
ponsable de la mise en place de la PCV. Dpp est un membre de la famille des
BMP (bone morphogenetic proteins) qui est sécrété a I'extérieur de la cellule
pour se lier a son récepteur tkv (thickvein). Le résultat est la phosphoryla-
tion des deux facteurs Mad et Medea qui vont aller activer la transcription

de facteurs cibles. La formation de la PCV est établie par une diffusion a
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longue distance de dpp (Matsuda et al. 2013). L’implication de spen dans
la formation de la PCV n’a jamais été montrée jusqu’a présent. En 2003,
une étude chez la Drosophile concernant la voie de signalisation Wingless
a établi une relation génétique entre spen et dpp. Au cours du développe-
ment de 'ceil chez la larve, Wg est exprimé aux bords dorsal et ventral du
disque ou il inhibe la progression du sillon morphogénétique (Ma and Moses
1995). Dpp est exprimé dans la partie dorsale du disque ou il inhibe Wingless
(Royet and Finkelstein 1997). Ainsi, dans un mutant dpp, la voie Wingless
n’est pas restreinte donnant un ceil de petite taille. Les auteurs ont montré
que l'inactivation de spen dans un mutant dpp sauvait le phénotype ceil de
petite taille, suggérant que spen est un activateur de la voie Wingless ou un
antagoniste de dpp (Lin 2003). Le lien entre spen et dpp reste a étre éclaircie

et notamment dans le contexte de la formation de la PCV.

3.3.3 IDENTIFICATION DE NOUVEAUX GENES GLIAUX IMPLIQUES DANS
LA MALADIE DE PARKINSON

La maladie de Parkinson est caractérisée par une perte sélective des neu-
rones dopaminergiques. Plusieurs études ont impliqué la neuro-inflammation
dans cette pathologie. Cependant, on ne sait pas si cette inflammation (1’ac-
tivation de la microglie) est une cause ou une conséquence de la maladie
(voir chapitre introductif). L’identification de facteurs gliaux impliqués dans
la maladie de Parkinson serait une approche pour répondre a cette question.

Bien que 90% des cas de Parkinson soient idiopathiques, des études géné-
tiques ont permis d’identifier les genes dont les mutations sont responsables
de la maladie dans certaines des formes héréditaires et sporadiques. La mu-
tation ou l'inactivation de ces genes chez des organismes modeles tels que
la souris ou D. melanogaster génerent des modeles d’étude de la maladie
de Parkinson. Ainsi, des mutations aboutissant par exemple a une perte de

fonction du gene Parkin, codant pour une ubiquitine ligase et impliqué dans
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des formes héréditaires de la maladie, permettent d’obtenir des souches de
Drosophiles présentant un phénotype de type Parkinson. Ce phénotype est
caractérisé par des déficits moteurs et la perte des neurones dopaminergiques
chez les mouches adultes. A partir de ces modeles animaux, des cribles géné-
tiques ont été réalisés afin d’identifier des acteurs génétiques impliqués dans
la maladie de Parkinson (Greene et al. 2005, Girardot et al. 2004, Fernandes
and Rao 2011).

Afin d’identifier de nouveaux genes gliaux impliqués dans la protection
ou la mort des neurones dopaminergiques, nous avons réalisé un crible a
partir de genes candidats. Une revue des résultats des cribles génétiques
cités ci-dessus nous a conduit a sélectionner une liste de 100 genes dont
I’expression était modulée dans des modeles de Parkinson chez la mouche
et pour lesquels il existait des protéines homologues chez 1'homme. Nous
avons ensuite collecté des lignées de Drosophiles porteuses d'un élément P
dans les genes sélectionnés. Ces lignées ont été obtenues par mutagénese de
la souche sauvage W18 grice a linsertion aléatoire d’élément P de type
“enhancer trap”. Ces transposons sont tres couramment utilisés en génétique
de la Drosophile et permettent également de “capturer” I’expression du gene
dans lequel ils sont insérés grace a un gene rapporteur, dans notre cas il s’agit
du géne LacZ codant pour la (-galactosidase.

A T'aide de cette approche et par simple coloration sur coupe de cerveau,
nous avons identifié les genes étant exprimés dans le cerveau adulte des droso-
philes et ayant un patron d’expression compatible avec une expression gliale
(Fig. 3.18).

Parmi les 100 genes sélectionnés au départ, 37 ont été validés comme
étant exprimés dans le cerveau adulte. L’étape suivante a consisté a valider
ces résultats par une approche de co-marquage et observation au microscope
confocal. Cela nous a permis de restreindre le nombre de genes exprimés dans
la glie a 13 (Fig. 3.19).
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Fig. 3.18. Patron d’expression de geénes liés a PD dans le cerveau adulte de
Drosophile. Nous avons établis une liste de 100 genes potentiellement impliqués dans la
maladie de Parkinson. Nous avons ensuite analysé leur patron d’expression dans le cerveau
adulte en utilisant pour chaque gene une lignée “enhancer trap” portant un élément-P ex-
primant la -galactosidase sous le controle du promoteur de chaque géne. (A-D) présentent
des exemples d’images par microscopie optique de cryosections de téte de Drosophile. Le
patron de la (-galactosidase est révélé par marquage enzymatique. La barre d’erreur est
100 pm. (A) Rhodopsin-1 est exprimé dans la rétine et sert de controle positif. (B) Ferritin
est exprimé dans les neurones et la glie. La fleche indique les photorécepteurs. (C) Repo
est exprimé seulement dans les cellules gliales. (D) Tbp-1 est exprimé dans un sous-groupe
de neurones.
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La deuxieme partie du crible a consisté et ce pour les 13 genes retenus
a tester la susceptibilité de lignées mutantes a un traitement neurotoxique
par le paraquat. Deux parametres ont été quantifiés : le taux de survie des
mouches apres traitement et la capacité motrice des individus a l'aide du
test dit de “climbing”. Ce travail a été réalisé sur une lignée mutante par
gene d’intérét, une lignée mutante étant une lignée pour laquelle une copie
du gene d’intérét est porteuse d’un élément P. Ceci n’est évidemment pas
suffisant pour conclure sur I'implication du gene dans le processus de mort
neuronal. Pour les genes d’intérét il sera donc nécessaire dans un premier
temps de :
— Confirmer le patron d’expression gliale avec des anticorps spécifiques
ou de I’hybridation in situ sur des cerveaux de drosophiles sauvages.
— Tester un plus grand nombre de lignées mutantes.
— Utiliser des stratégies de sur-expression ou de siRNA avec des promo-
teurs gliaux ou neuronaux spécifiques.
— Quantifier de maniere plus précise la perte neuronale par comptage
des neurones TH positifs, ou par qPCR de transcrits impliqués dans la

synthese de dopamine.
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Repo : glia

Elav : neurons

lacZ : Pfelement

b_ Expression Genes
Glia nrvz, repo
Neurons tbp1, furl, idh, inr, sec23, hppy, msn, nla, stg
Glia and neurons inx2, loco, ena, rpn9, pros, rosy, spen, mvl, flw, odd, Img

Fig. 3.19. Patron d’expressions de geénes liés & PD dans le cerveau adulte. (a)
Les images présentent des cryosections sur cerveau adulte de mouches exprimant la (-
galactosidase (PZ enhancer trap). La figure présente 'exemple du gene inz2. Les coupes
de cerveau sont marquéses avec des Ab contre : 8-gal (Inx2), Repo (marqueur glial), and
Elav (marqueur neuronal). Le co-marquage indique que inz2 est exprimé dans la glie et les
neurons. (b) Le tableau indique le résultat des immunomarquages : 9 génes sont spécifiques
des neurones. Parmi les 37 genes identifies comme étant exprimé dans le cerveau adulte,
13 sont exprimés dans les cellules gliales.
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Chapitre 4

Discussion

4.1 Spen régule I’élimination des IOCs

L’élimination des IOCs en exces au cours du développement de 1'eeil per-
met 'arrangement de chaque ommatidie pour donner un agencement hexa-
gonal parfait. Cette élimination nécessite des communications entre cellules
et un équilibre entre des signaux de mort et de survie. Nous montrons dans
cette étude que le gene spen est requis pour la survie des IOCs durant le dé-
veloppement de I’ceil. L’inactivation de spen dans 1’ceil conduit a I’apparition
d’IOCs en exces, alors que I'inhibition de spen conduit a un sévere exces de
mort. Ces résultats indiquent que spen agit dans 1'eeil de pupe pour éviter
une élimination excessive des IOCs. Avant leur élimination par apoptose, les
IOCs sont réarrangées (Cagan and Ready 1989a). Cet arrangement des cel-
lules positionne les IOCs de telle sorte qu’elles recoivent les signaux de mort
des cellules voisines (Monserrate and Brachmann 2007). Ainsi la mutation
d’un geéne requis pour le positionnement des IOCs conduit a un exces d’I0Cs
faute de recevoir les signaux de morts (Reiter et al. 1996). Le fait que les mu-
tants pour spen présente un exces de mort et non le contraire suggere que ce
gene est requis pour la survie des IOCs et n’impacterait pas le réarrangement
des I0Cs. Cependant, les rétines co-exprimant spen ARNI plus p35 présente
plus d’IOCs sauvées que dans un contexte p35 seul (Fig 3.6b, d). Le fait que
spen augmente le nombre d’IOCs en présence de p35 suggere que spen est

requis pour I’élimination des IOCs, un role qui est dévoilé lorsque ’apoptose
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est inhibée par p35. Nous proposons que spen en plus de ces fonctions de sur-
vie, soit aussi requis pour le réarrangement des cellules, mais que ce role est
masqué par 'importante mort des IOCs dans un contexte spen mutant. De
plus, un role de spen dans l'arrangement des cellules et leur maturation est
justifié par la présence d’'IOCs gonflées (immatures) et de défauts d’arrange-
ments observés dans les rétines mutantes pour spen (Fig 3.1f, o). Il est aussi
possible d’imaginer que les IOCs adoptent cet aspect gonflé suite a l'exces
de mort par exces de place dans le tissu, les IOCs devant occuper l'espace

disponible.

4.2 Spen agit en inhibant la mort cellulaire a partir

des cellules cones

Nous avons montré que la perte de spen induit une mort ectopique des
I0Cs, et cela par apoptose. Ce résultat est basé sur l'observation que la
mort des IOCs est associée a une augmentation de la présence de Dcp-1
clivée dans un clone spen mutant, et que la perte excessive d’IOCs était
inhibée par l'expression de p35 (Fig 3.6). De maniere intéressante, notre
analyse montre que spen permet la survie des IOCs a partir des cellules
cones (Fig 3.10f). Ce résultat est en accord avec une étude ayant montré le
role des cellules cones dans la survie des IOCs (Miller and Cagan 1998). Une
seconde étude a mis en évidence le role du gene Trl (Trithoraz-like) dans
les cellules cones lors de l'élimination des IOCs (Dos-Santos et al. 2008).
Trl est requis dans les cellules cones pour réduire le signal de survie ou
promouvoir le signal de mort. Enfin, une étude a montré que la mutation du
gene Pax2 conduisait a un exces d’apoptose suite a un défaut de formation
des cellules cones. Tout comme dans notre analyse, cet exces de mort est
sauvé par l'ajout de la protéine p35 (Siddall et al. 2003). Il a cependant aussi

été proposé que les cellules pigmentaires primaires puissent avoir une fonction
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dans la survie des IOCs (Monserrate and Brachmann 2007). I est possible
que des mécanismes distincts lors de 'envoie des signaux de survie ou de
mort soient liés a différents types cellulaires. Enfin, une vague d’apoptose
précoce nécessite un signal provenant des cellules cones et qui active la voie
Wingless. On ne peut pas exclure un éventuel role de spen dans cette vague
d’apoptose précoce (18-24 heures APF). Cependant spen est connu pour étre
un régulateur positif de cette voie (Chang et al. 2008), ce qui irait dans le sens
contraire de nos résultats. Par ailleurs I'augmentation de la protéine Dcp-1
clivée dans un clone spen mutant plus tard au cours du développement (28
heures APF) (Fig. 3.6f-h) suggere fortement un role de spen dans la vague
d’apoptose débutant environ 28 heures APF et mettant en jeu les voies Notch
et EGFR. Enfin, 'augmentation de ’expression de Spitz dans un clone spen
mutant suggere un role de la voie EGFR dans le controle de la survie cellulaire
arbitrée par spen. La voie EGFR n’étant pas nécessaire a la premiere vague
d’apoptose (Cordero et al. 2004), il est peu probable que spen intervienne

lors de cette phase de mort.

4.3 Meécanismes par lesquels spen controle la survie

des IOCs

Les mécanismes par lesquels spen promeut la survie des IOCs de maniere
cellule non-autonome (& partir des cellules cones) ne sont pas clairs. Nous
avons montré que l'inactivation de spen dans le disque d’ceil pupal condui-
sait a une accumulation de Spitz (Fig 3.11), le ligand activateur de la voix
EGFR dans les cellules cones. Il a été proposé par plusieurs équipes que Spitz
activerait la voie EGFR/Ras/MAPK dans les IOCs (Monserrate and Brach-
mann 2007, Yu et al. 2002). En retour, la voie EGFR bloquerait la voie de
signalisation Notch (Yu et al. 2002). Ainsi, une hypothese simple serait que

spen controle Spitz dans les cellules cones et ainsi la survie des IOCs. Ce-
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pendant et jusqu’a présent, les outils permettant de détecter I'activation des
voies Notch et EGFR n’ont pas permis de voir des activations différentielles
de ces voies dans les IOCs (Monserrate and Brachmann 2007). Au cours de
ces travaux nous n’avons pas non plus observé de variation d’activation de
la voie Notch dans des clones spen mutants lors de la phase d’apoptose. On
se serait attendu a voir une sur-activation de la voie Notch dans les IOCs
vouées a mourir. Il est possible que les outils disponibles ne soient pas assez
sensibles pour la détection des variations de signalisation. L’accumulation du
ligand Spitz dans les cellules cones dans un tissu mutant pour spen suggere

fortement que spen agit sur la survie des IOCs via le controle de la voie EGF.

4.4 Spen influencerait la survie des IOCs en contrélant

le relarguage de Spitz

L’inactivation de spen conduit a la séquestration de Spitz au niveau des
membranes des cellules cones (Fig. 3.11). Ce ligand peut diffuser a faible
distance de 'ordre de trois a quatre diametres de cellules du point de sécré-
tion (Golembo et al. 1996) et est donc le parfait candidat pour promouvoir
la survie des IOCs une fois sécrété par les cellules cones. Spitz est d’ailleurs
connu pour étre exprimé dans les cellules cones et les IOCs (Miller and Cagan
1998). De maniere générale, Spitz est exprimé tres largement, et ¢’est Rhom-
boid (rho), une protéase nécessaire a l'activation de Spitz qui détermine la
localisation de l'activité de Spitz (Strisovsky et al. 2009). Avant d’étre sé-
crété, Spitz nécessite aussi la chaperone Star pour étre véhiculer hors du RE
(Lee et al. 2001) et étre palmitoylé par I'acyltransférase Rasp (Miura et al.
2006).

Il n’est pas clair comment I'inactivation de spen conduit a I’accumulation
de Spitz aux membranes. Une hypothese serait que spen module I'activité

de 'enzyme acyltransférase Rasp. En effet, la palmitoylation de Spitz aug-
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mente son association avec les membranes et le concentre a la surface de la
cellule qui le sécrete, réduisant ainsi son champ d’action (Miura et al. 2006).
Spitz ne peut pas activer la voie EGFR sous sa forme trans-membranaire
(Freeman 1996), si bien que lorsqu’il s’accumule dans les cellules cones, sont
effet anti-apoptotique sur les IOCs est nul. L’inactivation de spen pourrait
ainsi restreindre le champ d’action de Spitz en le séquestrant dans les cellules

cones ce qui expliquerait I’exces de mort observé dans les IOCs.

4.5 Spen régule indirectement la mort apoptotique des
10Cs

L’inactivation du gene spen dans la rétine de la mouche entraine une perte
significative d’'TOCs comparé a une rétine sauvage (Fig 3.1). Le fait de bloquer
I’apoptose par I'ajout de la protéine virale p35 sauve la perte d’IOCs suivant
I'inactivation de spen (Fig 3.6¢, d). Aussi, 'expression d’un gain de fonction
de spen supprime la mort apoptotique des IOCs (Fig 3.1k, m). De plus la
protéine Dcp-1 clivée est plus abondante dans un tissu spen mutant (Fig 3.61-
h). Ces résultats pourraient laisser penser a un role anti-apoptotique de spen
directement au sein de la cascade d’activation de I'apoptose, tout comme les
protéines IAPs par exemple.

Le domaine C-terminal SPOC de la protéine Spen présente d’importantes
similitudes en termes de séquence et de structure avec les protéines de la
famille DIO (death inducer-obligator) (Sdnchez-Pulido et al. 2004). Les pro-
téines de la famille DIO sont des facteurs de transcription régulés au cours
du développement et qui induisent la mort cellulaire. Des études in vitro ont
montré que DIO-1 induisait ’expression des caspases apres avoir été translo-
qué dans le noyau. Alors que 'expression ectopique de cette protéine induit
la mort, les cellules exprimant DIO-1 sans le signal NLS (nuclear localisa-

tion signal) sont protégées de I'apoptose méme apres son induction (Garcia-
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Domingo et al. 2003). Toutefois, les protéines de la famille DIO pourraient
aussi induire la mort en passant par d’autres voies de signalisation. Spen
pourrait partager ce type de fonctionnalité avec les protéines de la famille
DIO. De plus une étude a montré que certains types cellulaires étaient man-
quants ou au moins réduits dans des clones spen mutants (Doroquez et al.
2007). Notamment les photorécepteurs détectés par I'antigene Elav ou les
cellules cones détectées par 'antigene Cut. L’absence de ces types cellulaires
pourrait étre liée a un défaut de survie. On peut donc émettre 'hypothese
que spen puisse étre un acteur direct au sein de la cascade d’activation de
I’apoptose.

Cette hypothese est cependant peu probable pour différentes raisons. Tout
d’abord spen agit a distance de maniere cellule non-autonome, ce qui differe
du role admis des protéines anti-apoptotiques de la cascade d’activation de
I’apoptose. Par ailleurs nous avons essayé de sauver soit la perte de photoré-
cepteurs dans un contexte génétique rhl>rpr (la mort des photorécepteurs
est induite par reaper, ou alors le phénotype “ceil petit” des mouches expri-
mant GMR>hid (I'ceil entier est tué par apoptose) en modulant I’exprimant
de spen sans succes. Dans ces deux modeles génétiques, la cascade apopto-
tique est activée. Comme la modulation de spen n’influence ni la perte des
photorécepteurs, ni la taille de I'ceil, il est peu probable que spen soit un
membre propre de la cascade de signalisation de la mort cellulaire. Il est
ainsi tres probable que spen agisse en modulant les voies de signalisation,
elles-mémes régulatrices de la mort cellulaire.

L’élimination des IOCs en exces durant la formation de la rétine de la
Drosophile fait intervenir trois vagues d’apoptose successives, la premiere in-
tervient environ 24 heures APF et fait intervenir les voies de Notch et Win-
gless (Cordero et al. 2004). La seconde vague, intervenant entre 28 heures et
32 heures APF, est la plus massive et fait intervenir les voies Notch et EGFR
(Miller and Cagan 1998). Enfin une derniere vague, environ 40 heures APF,
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fait intervenir la voie Wingless et permet de sculpter la périphérie de 'ceil
(Lim and Tomlinson 2006). Spen a été longuement étudié via ses interac-
tions avec les voies de signalisations et est connu pour réguler plusieurs voies
développementales et notamment celles importantes pour la régulation de
I’apoptose dans le disque de pupe a savoir les voies Wg, Notch et EGFR. La
modulation de la protéine Dcp-1 clivée 28 heures APF, ainsi que les variations
du ligand Spitz de la voie EGF dans des clones spen mutant indique que spen
agit principalement lors de la seconde vague d’apoptose. Il est peu probable
que spen intervienne dans la derniere vague d’apoptose étant donné que nous
observons des défauts d’'IOCs avant que cette vague se produise. De plus, I'in-
tégralité de la rétine est impactée en inhibant spen, or cette phase intervient
en bordure de rétine. Spen interagit fortement avec la voie EGFR/MAPK.
Or cette voie est bien connue pour permettre la survie cellulaire au cours
du développement de I'eeil de Drosophile (McNeill and Downward 1999). La
phosphorylation directe du géne pro-apopotique hid par les MAPK ’empéche
d’inhiber Diapl, un inhibiteur des caspases (Wang et al. 1999, Kurada and
White 1998). L’ensemble des données actuelles justifient que spen protege les
IOCs de I'apoptose non pas en modulant directement ’activation de I’apop-
tose mais en controlant génétiquement les voies de signalisation régulant la

mort cellulaire.

4.6 Le controle de la mort cellulaire par communica-

tions cellulaires

L’apoptose ou mort cellulaire programmée intervient au cours du déve-
loppement ou dans des pathologies. Alors que les mécanismes moléculaires
d’activation et les mécanismes effecteurs de 'apoptose sont bien connus et
étudiés, de quelle maniere elle est régulée par les voies de signalisation reste

mal compris. Il semblerait qu’il y ait trois cas de figures envisageables pour
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qu'une cellule meure. Soit la cellule recoit un signal de mort déclenchant
I’apoptose, soit elle ne recoit pas ou pas assez de signal de survie bloquant
I’apoptose, soit elle active elle-méme la mort. Dans les deux premiers cas, la
survie de la cellule dépend de signaux émanent d’une cellule voisine. Cette
dépendance vis a vis d'un signal spécifique de survie apporte une maniere
tres simple d’éliminer des cellules mal placées et de réguler le bon nombre de
cellules.

Dans de nombreux cas il est facile de voir 'avantage du suicide cellulaire
programmé dont ’activation dépend des interactions entre cellules :

— Lors de la formation des organes, des cellules sont produites en exces
pour former un organe et doivent étre éliminées pour sculpter un or-
gane, c’est le cas lors de la formation des doigts des amniotes (Hammar
and Mottet 1971).

— Les thymocytes qui n’ont pas un récepteur a antigene fonctionnel ou
qui sont dirigés contre des antigenes du soi sont détruits (Golstein et al.
1991).

— Certaines cellules, comme les neurones, sont produites en exces et élimi-
nées si elles ne forment pas de contact avec une cellule cible (Hamburger
1992, Cowan et al. 1984).

— Les IOCs dans la rétine de Drosophile s’arrangent afin d’établir des
contacts avec les cellules voisines. Des signaux de mort ou de survie
sont alors recus par ces cellules dans le but d’obtenir une structure
hexagonale parfaite, une fois 'apoptose terminée (Cagan and Ready
1989a).

Le fait qu'une cellule survive uniquement parce qu’elle recoit des signaux
de survie d’une cellule voisine n’est pas nouveau, on connait comme cité ci-
dessus I'exemple de la sélection des lymphocytes ou le maintien des neurones.
Ce postulat pourrait étre appliqué a plus grande échelle, c’est a dire qu’une

cellule doit avoir des interactions avec d’autres cellules pour survivre. Une
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étude a montré que des chondrocytes pouvaient survivre a des densités tres
basse dans un milieu contenant ni sérum ni molécules de signalisation (Tschan
et al. 1990). Toutefois cette expérience n’est pas parfaite étant donné que
plusieurs cellules sont en culture. En revanche, des expériences ont montré
qu'un oligendrodrycte seul mourrait tres rapidement, et pouvait étre sauvé
par des molécules sécrétées en culture par leurs voisins théoriques (Raff 1992).
Il est ainsi possible d’imaginer que dans la cas de I’élimination des IOCs lors
du développement de la rétine de la mouche, toutes les IOCs recoivent le
signal de mort (signalisation Notch), et que le signal de survie (voie EGFR)
est donné aux cellules devant étre épargnées.

La dépendance a un signal de survie externe permet aussi de réguler le
bon nombre de cellules, en particulier si les cellules sont en compétition pour
un facteur de survie. Le développement des neurones sympathétiques est un
exemple connu. Ces neurones sont produits en grande quantité et engagent
une compétition pour le facteur de survie Nerve Growth Factor (NGF) qui
est séerété par les cellules innervées. Seulement certains auront assez de NGF
pour survivre, les autres mourront (Hockenbery et al. 1990). Dans le cas de
la sélection des IOCs lors des phases d’apoptose, il est possible qu’un pool de
Spitz (facteur de survie dans ce cas) soit produit et permette de sauver que
le bon nombre d'IOCs.

Meéme si cela reste a étre démontré, la compétition pour un facteur de
survie permettrait aussi de sélectionner les cellules avec la meilleure fitness.
Ainsi la cellule qui sera le plus en forme aura la meilleure capacité traduction-
nelle et exprimera plus de récepteur pouvons intégrer le signal de survie. Bien
qu’il soit clair que dans certains cas des signaux provenant d’autres cellules
régulent la survie d’une cellule, il reste encore a comprendre quels signaux
sont émis et comment la quantité de signal de survie est régulée.

La régulation de la mort des cellules interommatidiales est un modele

parfait pour répondre a ces questions. Il est inutile de répertorier les avantages
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d’utiliser le modele Drosophile, mais ce modele est facilement manipulable,
et le processus de mort est quantifiable. De plus les cellules mises en jeu
sont connues, tout comme les voix de signalisation qui interviennent dans
ce processus développemental. Au cours de ma these j’ai démontré un role
central des cellules cones dans la production d'un signal anti-apoptotique.
Alors que la voie Notch (pro-apoptotique) est active dans toutes les IOCs
(celles qui vont mourir et celles qui vont survivre (Monserrate and Brachmann
2007), les cellules cones sécreteraient un signal de survie qui reste jusque-la
inconnu. Nos résultats montrent que Spitz pourrait étre le facteur diffusible
de survie des IOCs. Pour le moment on ne sait pas comment le bon nombre
d’IOCs est obtenu a la fin de la vague de mort. Une hypothese serait que le
facteur de survie soit en quantité limitée et parfaitement dosé pour permettre
le maintien précis du nombre d’IOCs. Spen agirait sur la survie des [OCs en

controlant une étape de la sécrétion de Spitz.

4.7 Le role des soies dans la régulation de ’apoptose

développementale

Le role des cellules soies dans I’élimination des IOCs est débattu. La
mort des cellules interommatidiales se produit principalement autour des
soies (Monserrate and Brachmann 2007). Cependant, plusieurs études ont
montré que lorsque les poils ne se forment pas I’apoptose a lieu quand méme.
Dans ces cas les soies se transforment typiquement en cellule pigmentaires
tertiaires (Cagan and Ready 1989b, Cadigan et al. 2002, Zhai et al. 2012).
Il semble ainsi admis dans la littérature que les soies ne jouent pas un role
dans la régulation des signaux de mort ou de survie (Rusconi et al. 2000).
Cependant ce constat se base uniquement sur le fait que la soie n’est pas
formée et qu’elle est remplacée par une cellule pigmentaire tertiaire, suite

a l'inactivation de la voie Wingless. Cette derniere controle 'expression de
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genes proneuronaux essentiels a la formation de la soie. Cependant on ne
connait rien quant a l'identité cellulaire de ces pseudo-cellules pigmentaires
tertiaires. Il est en effet possible que la soie extérieure ne se développe pas
mais que les cellules puissent encore envoyer certains signaux aux cellules
interommatidiales voisines. D’ailleurs, I'affectation de genes proneuronaux
essentiels a la formation des soies peuvent conduire a la désorganisation des
cellules interommatidiales voir un exces de mort (Frankfort et al. 2004). Pour
le moment, le role des soies dans les processus d’éliminations des IOCs n’est
pas clair. Spen est exprimé dans les quatre cellules formant la soie au cours
des vagues d’apoptose. Il est important de savoir si cet effet sur les soies
pourrait jouer sur l'exces de mort des cellules interommatidiales. L’analyse
clonale a montré que la mutation des soies n’influencait pas le degré de mort
des I0Cs (Fig 3.10e). Spen serait requis dans les soies pour participer a leur
formation, mais ce role serait distinct de celui joué dans les cellules cones
dans la mort des I0Cs.

4.8 Spen est requis pour la formation des soies

L’inactivation de spen avec le driver GMR-GAL4 entraine des défauts
de morphologie des soies (Fig 3.4) par un mécanisme encore inconnu. Une
étude a montré que 'expression ectopique de wg (wingless) dans I'ceil de
drosophile grace au promoteur sevenless (sev-GAL4) bloque la formation
des soies interommatidiales. En effet wg inhibe ’expression des genes pro-
neuronaux (Cadigan and Nusse 1996, Cadigan et al. 2002). Il a été montré
qu’inactiver spen bloque le phénotype induit par sev-wg (Lin 2003). Ce sau-
vetage peut étre expliqué soit parce que spen inhibe les génes proneuronaux
a la maniere de wg, soit parce que spen est un activateur de la voie Win-
gless. Les mémes auteurs ont montrés que achaete (ac), un gene proneuronal

régulé par wg, était fortement réprimé dans les clones spen alors que 'activa-
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tion de la voie wingless restait inchangée (Lin 2003). Inactiver spen pourrait
entrainer une diminution d’expression de genes proneuronaux essentiels au
développement des soies. Lors du développement de I'ceil dans la pupe, la
voie Notch est requise pour la formation des soies (Cagan and Ready 1989a).
Inhiber Notch 6 heures APF conduit a des soies en trop, alors qu’inhiber
Notch de 12 a 24 heures APF conduit a un ceil avec presque plus aucun
poil. Les poils absents semblent étre remplacés par des cellules pigmentaires
tertiaires. L’inactivation de spen ne semble pas affecter le nombre de soie
mais plutot leur structure, ce qui écarterait une implication de la voie Notch
dans ce cas. De plus, Notch régule le devenir des soies par le processus de
divisions asymétriques (Fig 1.15). Des défauts dans la division asymétrique
donne des soies avec la cellule socket remplacée par une cellule sheath, ou
le contraire (Lai 2004). Or nos observations d’ceil mutant pour spen ne nous
ont pas permis de voir de telles structures. Spen serait requis pour la forma-
tion des soies via son interaction génétique avec les genes proneuronaux, ceci

indépendamment de la voie Notch.

4.9 Le gene spen controle la survie cellulaire de ma-

niere non cellule-autonome

Le gene spen controle la survie des cellules interommatidiales au cours du
développement de I'ceil & partir des cellules cones voisines (Fig. 3.10f et 3.9h,
k). Dans le cerveau adulte, ce méme gene controle la résistance au stress oxy-
datif, et donc indirectement la mort des neurones, et cela a partir des cellules
gliales (Fig. 3.13f,g). Ce géne apparait étre essentiel au sein des cellules de
soutien comme les cellules gliales pour assurer la survie des cellules voisines.
Ce résultat souleve la question du role de soutien des cellules cones dans 1’oeil
de la mouche. Si le role de cellule de maintien de la glie chez la Drosophile

a été étudié, le role de support des cellules cones vis-a-vis des photorécep-
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teurs est assez récent. Le systeme visuel de la Drosophile est constitué de
huit photorécepteurs entourés de cellules accessoires. Ces cellules accessoires
comprennent les cellules interommatidiales ainsi que les cellules pigmentaires
primaires et les cellules cones. Chez les mammiferes, les photorécepteurs sont
assistés par des cellules gliales (cellules gliales de Miiller) ayant une fonc-
tion de support, notamment en recyclant des déchets et en assurant I'apport
des nutriments aux neurones. Chez la Drosophile les cellules entourant les
photorécepteurs ont été décrites dans des études pionnieres, mais le possible
role de ces cellules dans le support des PR est étudié depuis peu. Le gene
sparkling (spa), homologue du géne Paz2 est requis chez la Drosophile pour
la formation des cellules cones et des cellules pigmentaires primaires. Il est
intéressant de noter que ce gene est exprimé dans les cellules cones et les cel-
lules pigmentaires primaires, mais aussi dans des cellules gliales, tout comme
spen. De plus une mort des photorécepteurs est observée dans un mutant
pour spa (Fu and Noll 1997). Ces informations suggerent fortement un role
des cellules cones ou pigmentaires dans le maintien des photorécepteurs. De
plus les cellules cones expriment deux autres facteurs de transcription, cut et
prospero, qui sont associés a la glie dans d’autres régions du systeme nerveux.
Allant dans le méme sens d’un role glial des cellules cones, de nombreuses
études ont montré que la viabilité des photorécepteurs était affectée dans des
mutants affectant le développement des cellules cones (Banerjee et al. 2008,
Daga et al. 1996, Fu and Noll 1997, Siddall et al. 2003, Yan et al. 2003).
Aussi, les cellules cones entourent complétement les photorécepteurs (Cagan
and Ready 1989a) a I'image par exemple des astrocytes autour des neurones.
L’analyse des mécanismes génétiques controlés par spen permettra de com-
prendre comment ce gene intervient dans les cellules de support (cellule cone

ou glie) pour assurer le maintien des cellules voisines.
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4.10 L’expression gliale de spen contrédle la résistance

au stress oxydatif dans le cerveau adulte

Nous avons montré que l'inactivation de spen conduisait a une sensibilité
accrue des mouches a un stress oxydatif induit par un traitement au pa-
raquat. L’inactivation d’une seule copie de spen est suffisante pour induire
cette sensibilité (Fig. 3.13d, e). Plusieurs études ont d’ailleurs montré que le
nombre de copies de spen est important dans son role de régulateur des voies
de signalisation (Doroquez et al. 2007, Lin 2003). Par exemple, inhiber une
seule copie de spen empéche la formation d’encoches dans 'aile de la mouche
induites par 'inhibition de Notch. Toutefois, I'expression d’'un ARNi contre
spen dans la glie entraine une sensibilité des mouches de méme ampleur, ce
qui suggere que c’est dans les cellules gliales que spen joue son role protecteur.
De plus inhiber spen dans les neurones n’a aucun effet (Fig. 3.13g).

Pour le moment on ne connait pas par quels mécanismes spen protege les
cellules du stress oxydatif. Une premiere réponse viendrait de notre observa-
tion que l'activité de la voie Notch est réprimée en réponse a 'inhibition de
spen dans les cellules gliales (Fig. 3.15c-e). A T'heure actuelle, méme si les
roles précis de la voie Notch dans la résistance au stress oxydatif ou au dé-
clenchement de maladies neurodégénératives ne sont pas certains, cette voie
est connue pour permettre le maintien de l'intégrité neurale. L’inactivation
de la voie Notch dans le cerveau adulte de la mouche entraine une réduction
de la survie et des capacités locomotrices de la mouche, mais ne cause pas de
neurodégénérescence (Presente et al. 2001). Il est ainsi peu probable que les
modulations d’activité de la voie Notch dans un contexte mutant pour spen
puissent causer la mort de neurones.

Une seconde réponse pourrait venir du fait que la ferritine, un gene
membre de la réponse anti-oxydante, soit sous-exprimée dans un mutant

spen (Arosio and Levi 2010, Fig. 3.15b). La ferritine permet de maintenir
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I’homéostasie du fer et de protéger du stress oxydatif. Une forte concentra-
tion en fer est détectée dans les zones sensibles (substance noire) dans des cas
de Parkinon. Cette présence de fer causant des dommages aux cellules via un
stress oxydatif. La source de fer n’est pas encore connue, mais ces différences
de concentration peuvent étre expliquées par la redistribution des enzymes
de stockage et principalement la ferritine. Ainsi, lors de cas de Parkinson, la
ferritine est localisée dans les cellules gliales et n’est plus dans les neurones
(Double et al. 2000). Spen pourrait ainsi intervenir sur la survie des neurones
en modulant ’expression de la ferritine dans la glie. Cette hypothese peut
étre testée en sur-exprimant la ferritine dans la glie dans un contexte spen
mutant. On s’attend ainsi a perdre la sensibilité au paraquat dans ces condi-
tions. Au cours de notre étude, nous n’avons pas vu de modulation de la SOD
(superoxyde dismutase) que ce soit en réponse a un traitement au paraquat
ou dans un contexte mutant pour spen. Ce résultat est surprenant car la
SOD est une enzyme de détoxification clé et est impliquée dans la maladie de
Parkinson. Par exemple, I'expression ectopique de la SOD dans un modele
génétique de Parkinson chez la mouche protege de la neurodégénérescence
(Wang et al. 2006).

Afin d’élargir notre compréhension sur le role de la glie dans la maladie
de Parkinson, nous avons réalisé un crible génétique a partir de genes candi-
dats potentiellement liés a cette maladie. Nous avons vérifié 'expression de
chaque gene dans le cerveau adulte de la mouche répertoriant ceux exprimés
dans la glie, les neurones ou les deux. Cette liste de gene apporte ainsi un
support pour comprendre les différents mécanismes conduisant ou aggravant

la maladie de Parkinson dans un modele Drosophile.
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Conclusion

Mes travaux de theses concernent 1’étude du gene split ends (spen) durant
les phases tardives du développement et chez la mouche adulte. Le gene spen
code pour une protéine nucléaire de haut poids moléculaire ayant la capacité
d’intégrer des signaux de nombreuses voies de signalisation. J’ai montré que
spen est requis lors du développement de 1'ceil pour promouvoir la survie
des cellules interommatidiales (I0Cs). Spen agit de maniere non-autonome a
partir des cellules cones d’ou il permettrait le relarguage du ligand spitz. Ce
dernier peut alors activer la voie de survie EGF dans les IOCs. De plus, spen
régule la résistance des neurones au stress oxydatif dans le cerveau adulte a
partir des cellules gliales. Des études sont pour le moment nécessaires pour
comprendre a 1’échelle moléculaire comment spen régule ces différentes voix
de signalisation. Ces données permettront de savoir comment cette protéine

assure de si nombreux roles au cours du développement de la mouche.
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ABSTRACT

Dengue virus NS3 is a multifunctional protein playing a major role during viral replication. Both NS3
protease and NS3 helicase domains are interacting with human and insect host proteins. To further
study the links between NS3 and the innate immune machinery of the host, we developed a
Drosophila model in which the dengue virus NS3 protein is expressed in a tissue specific and
inducible manner. We first characterized the NS3 transgenic flies showing that ubiquitous or
immune-specific NS3 expression did not affect the life span or the response to a non-infectious stress
of the flies. We found that the helicase domain of DENV NS3 interacts with Cactus, the Drosophila
ortholog of IkBa. Interestingly, the Drosophila transgenic lines expressing NS3 showed a lower basal
level of Drosomycin and Attacin anti-microbial peptide genes suggesting an immune suppressive
function of NS3 in vivo. However, depending on the NS3 expression conditions, flies susceptibility to
infection and antimicrobial peptide genes expression were not, or only slightly modified, in the

context of bacterial infection.
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INTRODUCTION

The genus Flavivirus is a large group of arthropod-borne viruses including major human pathogens,
such as West Nile (WNV), yellow fever (YFV), and the four serotypes of dengue viruses (DENV types
1-4) [1,2]. DENV are mosquitoes-borne pathogens that are transmitted to human by Aedes
mosquitoes including Aedes aegypti and Aedes albopictus. In order to develop new therapeutic
approaches, a growing scientific community is working on Aedes with the rationale that targeting the
arthropod vector to interfere with virus transmission should limit its spreading to humans [3].
Indeed, recent studies have demonstrated that infection by endosymbiotic bacterium Wolbachia
induces resistance to Dengue virus in Aedes aegypti and suppresses its transmission [4,5]. In this
context, understanding how DENV replication may be controlled in arthropods is of major
importance. To achieve this goal, and to better characterize the innate immune response against the
virus, several approaches have been followed using either Aedes or Drosophila models. These
approaches include genome wide RNAi interference screen in Drosophila [6], whole-genome
microarray in Aedes aegypti [7] and evolutionary dynamics of immune-related genes and pathways in
disease-vector mosquitoes [8]. Importantly, the antimicrobial Toll pathway was shown to control
Dengue virus infection in Aedes aegypti [9-11] but was not required for Wolbachia mediated dengue

virus interference in Drosophila [12].

The evolutionary conservation of innate mechanisms of host defense has made Drosophila a useful
model to study the genetic control of innate immune response. Indeed, the two NF-kB signaling
cascades that regulate Drosophila antimicrobial defense responses share striking similarities with the
vertebrate innate immune responses. Activation of the Toll pathway in particular triggers the
expression of a set of antimicrobial peptide genes including Attacin A (Att-A) and Drosomycin (Drs) in
a Cactus dependent manner [13]. Cactus is the Drosophila ortholog of the mammalian kinase IkBa.. In
steady state condition; Cactus inhibits the nuclear translocation of Dif, Dorsal-related Immunity

Factor (ortholog of p65). After activation, Cactus releases Dif from the cytoplasm allowing its
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translocation to the nucleus [14]. The Toll cascade is highly similar to the mammalian TLR (Toll-like

receptor) receptor pathway [15].

In order to identify interactions between cellular and DENV proteins, we have constructed a
Flavivirus-host interaction map using a genome-wide high-throughput yeast two-hybrid screen (Y2H)
[16]. The global analysis of the cellular targets highlighted the enrichment of host proteins involved
in RNA binding, transcription regulation, vesicular transport or innate immune response regulation.
Using both Y2H and co-immunoprecipitation approaches, we previously found that NS3, a non-
structural protein of DENV targets IxBa, TRAF4 and AZI2, three cellular proteins of the Toll-like
receptor (TLR) pathway [16]. NS3 is a multifunctional protein that contains an N-terminal protease
domain and a C-terminal domain that displays nucleotide 5’-triphosphatase (NTPase), RTPase, and
helicase activities. In association with NS5 and NS2B, NS3 plays a crucial role in DENV RNA replication
and viral protein maturation [17]. As our screen unraveled the interactions of NS3 helicase domain
with lkBa, we aimed to assess the functional consequences of this interaction on the innate immune

response.

We thus used the UAS-Gal4 system to express the dengue NS3 either as full-length protein (NS3 Fl)
or as NS3 helicase (NS3 Hel) functional domain in Drosophila melanogaster. We found that
ubiquitous or tissue-directed NS3 or NS3 Hel expression was well tolerated by the flies and did affect
neither their life span nor their response to a non-infectious stress. In contrast, we showed that flies
expressing NS3 or NS3 Hel in the fat body had a significantly lower basal level of transcriptional
activity of Attacin A and Drosomycin antimicrobial peptides encoding genes. In addition, we observed
that DENV NS3 helicase domain interacts with the Drosophila 1kBoo homologous, Cactus.
Nevertheless, following a challenge with the pathogenic bacteria Staphylococcus aureus, we did not
observe robust differences in flies survival rate or the level of anti-microbial peptide genes

expression in NS3 expressing flies compared to control flies.
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MATERIAL AND METHODS

Transgenic Drosophila. We cloned DENV2 NS3 helicase domain and DENV2 full-length NS3 protein
cDNA into the GAL4-responsive pUAST expression vector [18], and transgenic strains were generated
by embryo injection by Bestgene Company (Chino Hills, CA, USA). Both NS3 helicase and full-length
NS3 cDNA carried a 3XFlag Tag in 5’ [16]. Standard crosses with flies carrying appropriate balancers
were performed to establish stable heterozygous or homozygous transgenic lines. The following
GAL4 driver lines were obtained from Bloomington stocks: the ubiquitious drivers Act-Gal4 [19], the
engrailed domain-specific driver en-Gal4 [20] the immune specific driver (fat body and hemocytes)
collagen type IV-specific enhancer-promoter Cg-Gal4 [21] and the ¢564-Gal4 driver which is mainly
expressed in the fat body, the major site of antimicrobial peptide production [22,23]. Flies expressing
the Gal4 factor were used as controls: Act-Gal4>+, en-Gal4>+, Cg-Gal4>+ and c564-Gal4>+. The wild

1118

type chromosome from the control heterozygotes was derived from the w™"° strain.

Western blot. Third instar larvae were crushed in lysis buffer (20mM Tris-HCI pH 7,4; 100mM NacCl;
1% NP-40; 2mM DTT) supplemented with a protease inhibitor cocktail (Sigma). Larvae lysates were
incubated on ice for 30 min, and then centrifuged at 14,000g for 20 min. Total protein concentrations
were then determined using the Bradford protein assay (Biorad). 15 pg of protein extracts were
separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis on 10% gels with MOPS
running buffer (SDS-PAGE) and transferred to nitrocellulose membrane. 3XFlag- tagged proteins
were detected with a mouse monoclonal peroxidase-conjugated anti-FLAG M2 antibody (Sigma) and

revealed with ECL detection reagent (GE Healthcare).

Wing imaginal discs staining. Wing imaginal discs were dissected and stained as previously described
[24]. Briefly, wandering third instar larvae were dissected using inside-out technique directly in PBS.
Tissues were fixed in 4% formaldehyde in PBS 20 min at room temperature with mild agitation. Then

imaginal discs were washed three times in PBS-triton, incubated for 20 minutes at room temperature
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in blocking solution (PBS-0,1% triton, 5% BSA, 2,5% NGS) and incubated overnight with anti-flag M2
antibody coupled with cya3 (Sigma) diluted in blocking solution (dilution 1/600). Tissues were then
washed three times in PBS-triton 0,1% and incubated with the phalloidin-FITC 10 pg/mL (Sigma) for
30 minutes at room temperature. Finally and after three additional washing imaginal discs were

mounted in a 50% glycerol-PBS solution.

Picture acquisition. All microscopic pictures have been taken using an upright confocal microscope
(Axioplan2 LSM510 Zeiss) and a Plan Neofluar 40x/1.3 Oil Ph3 objective. All images were processed

with Adobe Photoshop or Image) softwares.

Life span. Act-Gal4 and Cg-Gal4 X UAS-NS3 Fl or UAS-NS3 Hel crosses were performed, newly F1
eclosed female flies were collected, allowed mating for 48 hours after emerging then sorted and

aged at 25°C on standard medium. Act-Gal4 and Cg-Gal4 X w''*®

crosses were performed to generate
control flies. One hundred flies per genotype were aged in individual vials containing no more than
20 flies each and assayed for longevity. Food was changed every 2 or 3 days, and the number of dead

flies was recorded. Statistical analysis was done on Prism software using the log rank (Mantel-Cox)

test.

Cold stress and recovery. All tests were performed using synchronized 4-day-old virgin males as
previously described [25]. Briefly, groups of 20 males were placed in glass vials (without food), which
were immersed in a 10% glycol solution cooled to 0 °C to induce chill coma. Flies were sampled after

0.5, 3, 6 and 9h of cold stress. For each cold stress duration, 40 males of each genotype (w'*%;C

g_
Gal4/UAS-NS3 Hel, w''*%;Cg-GAL4/UAS-NS3 Fl and w''*%,Cg-Gal4/UAS-LacZ) were allowed to recover

at 25 °C, and the recovery time was recorded. Flies were considered to have recovered when they

stood up.

Drosophila infection. E. coli 1106, E. cloacae, and K. pneumoniae were used as Gram-negative
bacterial strains. S. aureus and M. luteus were used as pathogenic and non-pathogenic Gram-positive

strains respectively, known to activate the Toll pathway. All strains were grown as previously
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described [26]. For septic infection, 30 to 50 adult male flies of 3-5 days old were pricked in the
upper part of the thorax with a thin needle previously dipped into an overnight concentrated
bacterial culture. Results are expressed as percentage of surviving infected flies at different time

points following infection.

Immunoprecipitation and Immunoblotting. Twenty 2 to 3-day old males (w'*%;Act-Gal4/UAS-NS3
Hel, w'Act-GAL4/UAS-NS3 Fl and w''*;Act-Gal4/+) were homogenized (with a Precellys device)
and resuspended in lysis buffer (40mM Tris at pH7,4, 150mM NaCL, 0.6% Triton and 2 mM EDTA)
supplemented with complete protease inhibitor cocktail (Roche). 1 mg of protein extracts were
incubated over-night at 4°C with 30 pl of glutathione-sepharose beads (GE Healthcare) and anti-Flag
M2 antibody (A8592, Sigma) to purify 3xFlag-tagged NS3 proteins. Beads were then washed 4 times
in ice-cold lysis buffer and immuno-precipitated proteins were recovered in 50 pl of laemmli loading
buffer. Immuno-precipitated proteins and cell lysates (15 pg of protein extracts) were separated by
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to nitrocellulose
membrane. 3XFlag-NS3 and cactus proteins were detected with a mouse monoclonal peroxidase-
conjugated anti-FLAG M2 antibody (A8592, Sigma) and a mouse monoclonal anti-cactus antibody

(DSHB 3H12-c) and revealed with ECL detection reagent (pico West, Amersham).

RNA extraction, reverse transcription and qPCR. Total RNAs were extracted from adult flies using
RNA"" kit from QBiogene (llIkirch, France). cDNAs were synthesized with affinityScript QPCR cDNA
Synthesis Kit (Stratagene, Amsterdam). An amount of cDNA equivalent to 0.01 pg of total RNA was
subjected to 40 cycles of PCR amplification consisting of a 10 s incubation at 95°C and 30 s at 60°C.
Output was monitored using SYBR Green core reagents and the MX3000P instrument (Stratagene).
All the results were normalized to the RpL32 RNA level. The primer sequences were designed using

PrimerQuest (http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/) and are available on

request.
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RESULTS

Characterization of Drosophila lines expressing the Dengue virus NS3 protein.

We generated transgenic flies carrying either a UAS-NS3 full length or a UAS-NS3 helicase domain
expressing transgene. The two corresponding constructs are bearing a 3Xflag tag. Two independent
transgenic lines were generated for each construct using the PhiC31 recombination strategy, which
allows comparing the level of expression between transgenes inserted on the same insertion site. To
characterize the transgenic lines, we first crossed the UAS-NS3 flies to flies carrying the engrailed-
Gal4 (en-Gal4) driver. We observed the specific expression of NS3 in the engrailed domain in the
posterior part of the wing imaginal disc for all transgenic lines (figure 1). We then performed a
western blot analysis and could detect the NS3 tagged proteins at the expected size, 65 kDa and 80
kDa for the NS3 helicase and the NS3 respectively (figure 1F). Our data indicate that NS3 full length

or NS3 helicase expression in Drosophila wing tissue do not affect wing development.

NS3 expressing flies display normal phenotype, life span and resistance to thermal stress.

We then crossed the UAS-NS3 flies to flies carrying either the ubiquitous Actin-Gal4 driver or the
immune specific Cg-Gal4 driver. In both cases, embryonic and larval developments gave rise to NS3
flies that displayed a normal phenotype. The viral protein expression either as full length or as
helicase functional domain did not affect the Drosophila life span (figure 2A).

We next examined the response capacity of NS3 flies to a non-infectious thermal stress. Briefly, four-
day-old transgenic or control flies were kept at 0°C for 30 minutes, 3h, 6h or 9h, and we then
measured the time before waking for each genotype. We did not observe any significant difference
between the control flies (w''*%,Cg-Gal4/UAS-LacZ) and the NS3 expressing Drosophila (w'**%;Cg-

Gal4/UAS-NS3 Hel or w''*%;Cg-Gal4/UAS-NS3 FL) (figure 2B).

DENV NS3 helicase interacts with Drosophila IkBa. homologous, Cactus.

We have previously shown that NS3 helicase domain of DENV NS3 interacts with human IkBo [16].

We thus looked for Drosophila homologous Cactus protein ability to bind to NS3 by performing colP
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experiments. As shown in figure 3, the NS3 helicase domain was able to bind to Cactus while we
could not detect any interaction with the NS3 full-length protein. Similarly, specific interaction with

IkB was observed with NS3 Hel but not NS3 FL in mammalian cells [16].

NS3 expression interferes with the steady-state level of anti-microbial peptide encoding genes

expression.

To investigate the functional consequences of DENV NS3 expression on the activation of the Toll
pathway, transgenic NS3 or NS3 Helicase flies were crossed to flies carrying either the Cg-Gal4 driver
or the c564-Gal4 driver, inducing transgene expression mainly in the fat body and to some extend in
the hemocytes [21] [22]. Interestingly, we observed a significant decrease of the basal level of anti-
microbial peptides Attacin and Drosomycin in flies expressing either the truncated or the full length

NS3 protein under the control of Cg-Gal4 or c564-Gal4 drivers (figure 4).

In order to examine if NS3 interference with Toll-target gene expression would be sufficient to affect
flies susceptibility to bacterial infection, flies expressing NS3 full length or truncated proteins under
the control of the immune Cg-Gal4 driver were infected with several bacterial species by septic
injury. Age and sex match control flies were infected in the same conditions. Escherichia coli, and
Enterobacter aerogenes were used as Gram-negative bacterial strains; Staphylococcus aureus and
Micrococcus luteus were used as Gram-positive strains. Both wild-type and NS3 expressing flies were
insensitive to non-pathogenic bacteria E. coli, E. aerogenes and M. luteus. Indeed, we observed
normal fly viability two weeks post-infection in both flies groups (data not shown). In contrast, we
found that flies expressing either the full length or the helicase domain of NS3 were slightly more
sensitive than control flies to infection with the highly pathogenic bacteria S. aureus, a Gram-
negative bacteria known to activate the Toll pathway (Figure 5A, Log-rank Mantel-Cox test, Cg>+ vs
cg>UAS-NS3 Hel<0,0009 and Cg>+ vs Cg>UAS-NS3 FI<0,0001). We then quantified by qRT-PCR the

level of anti-microbial peptides genes transcripts in response to S. aureus infection and observed a
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slight inhibition of Drosomycin transcription 6 hours post-infection in the case of NS3 Hel expressing
flies (figure 5B).

Given the weak observed phenotypes, we further examined the sensitivity to bacterial infection of
NS3-expressing flies, with a second immune driver line c564-GAL4, which is highly expressed in the
fat body. However, we were not able to observe any significant differences neither in survival rate
nor in anti-microbial peptide gene expression between the NS3 and the control flies following

infection with S. aureus in these flies (figure 6).
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DISCUSSION

In the present work, we developed a Drosophila model in which the dengue virus NS3 protein is
expressed in a tissue specific and inducible manner. We first characterized the NS3 transgenic flies
showing that ubiquitous or immune-specific NS3 expression did not affect the life span or the
response to a non-infectious stress of the flies. The interaction between NS3 and IkBa observed in
mammals’ cells was similarly observed in Drosophila as the helicase domain of DENV NS3 interacts
with Cactus, the Drosophila ortholog of IkBa.. On this basis, it would be interesting to test if this
interaction is conserved in mosquito as well. Indeed Cactus plays a very important role in the control
of viral load in Aedes. In this organism, cactus gene expression is modulated during viral infection,
and its down regulation by RNAi induces a diminution of viral load [11]. In a recent study, DENV
infection of primary dendritic cells induced a blockage of TLR induced NF-kB activation and a
subsequent down regulation of cytokine production [27]. We could then hypothesize that NS3
interaction with lkBo/Cactus might be part of a viral strategy to evade Toll dependent immune
response, like it has been recently demonstrated for polydnavirus, which are carried by parasitoid
wasps [28]. Even if this phenomenon would occur during DENV infection a robust innate immune
response including activation of the Toll pathway, the JAK-STAT pathway, and the RNAi-mediated
antiviral defenses is induced in Aedes [29]. Whether these defense mechanisms might be then less

efficient to constrain a novel infection is not known.

As observed in mammals, we were not able to reveal by co-immunoprecipitation the interaction
between NS3 Fl and Cactus suggesting that the polymerase domain might negatively modulate the
interaction between NS3 and Cactus, putatively by inducing conformational changes [16]. Despite
this differential interaction capacity, both NS3 helicase and NS3 full-length negatively regulate the
basal level of anti-microbial peptide genes expression in flies. Therefore, the effect of NS3 Fl and NS3
Hel on steady-state level of antimicrobial peptide gene expression may be independent from their

interaction with Cactus. Our previous results indicated that other immune proteins, such as TRAF4,
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IkBow and AZI2 interact with the NS3 helicase domain of DENV in human cells [16]. In Drosophila,
TRAF4 is the ortholog of TRAFd1 which has been shown to regulate Dif/NF-kB activity when
associated to Pelle [30] although the regulation of the transcription of antimicrobial peptide genes
Diptericin and Drosomycin was assigned to dTRAF2 rather than dTRAF1 [31]. Thus, a putative
interaction between NS3 and dTRAF2 or dTRAF1 should be further explored to understand NS3

activity on the transcription of Toll-dependent target genes.

As mentioned above, we showed that expressing the DENV protein NS3 in Drosophila using immune
specific drivers resulted in a lower basal level of anti-microbial peptide genes expression. However,
we did not observe an increased susceptibility of transgenic flies to bacterial infection with the c564
driver line, while in the case of Cg-Gal4 driver line, flies susceptibility to infection was only slightly
decreased. Similarly, antimicrobial peptide genes induction was not modified in flies expressing the
NS3 Fl or truncated protein under the control of the c564 driver line while only weakly inhibited in
flies expressing NS3 Hel constructs under the control of the Cg-Gal4 driver at 6 hours post-infection.
This apparent discrepancy between the two driver lines may be due to difference in transgene
expression in either the fat body and/or the hemocytes in adult flies. Altogether, these results
indicate that NS3 expression does not significantly inhibit Toll pathway activation in response to
bacterial infection. Additional experiments in the context of a viral infection would be of great value

to further decipher the importance of NS3-Cactus interaction.

Overall, we generated a Drosophila model in which the dengue virus NS3 protein is

expressed in vivo. This model will be a valuable tool to assess mechanisms related to the interactions

between NS3 and evolutionary conserved host proteins of the innate immune system.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Expression of NS3 helicase in developing wing imaginal discs. Males carrying UAS-NS3
helicase or UAS-NS3 full-length expressing transgenes were mated with engrailed-GAL4 (en-GAL4)
females. Lines 1 and 2 and lines 1’ and 2'represent UAS-NS3 Hel and UAS-NS3 Fl expressing
transgenes inserted on chromosome Il and Il respectively. A- en>UAS-GFP line was used as a control
for the engrailed expression pattern. B-E- Late third instar wing imaginal disks were dissected and
stained with phalloidin (in green) and with an antibody against the 3x flag tagged viral proteins (red).
Bottom panel (A’-E’) represents NS3 protein specific staining. Scale bars are 50 um. F- Third instar
larvae protein extracts were analyzed by western-blot. 3x flag tagged viral proteins were detected at
58 kDa and 80 kDa for NS3-Helicase and NS3 full-length respectively. Tubulin detection was used as

loading control.

Figure 2. NS3 transgenic flies display normal life span and resistance to cold stress. A and B-UAS-
NS3 and w'*® (control) flies were mated to flies carrying either the immune specific Cg-Gal4 (A) or
the ubiquitous Act-Gal4 (B) driver. One hundred F1 females per genotype were aged and assayed for
longevity. Statistical analysis did not reveal any significant difference between NS3 expressing and
control flies. C- For cold stress experiment, forty four-day-old male flies per genotype were kept at
0°C for 30 minutes, 3h, 6h or 9h. The time before waking was then assessed for each fly group, Cg-
Gal4>UAS-LacZ and the NS3 expressing Drosophila, Cg-Gal4>UAS-NS3 Hel and Cg-Gal4>UAS-NS3 Fl.
For cold stress results, one representative experiment out of three biological independent

experiments is presented.

Figure 3. DENV NS3 helicase interacts with Cactus. Protein extracts were prepared from flies over-
expressing NS3 full-length (Act>UAS-NS3 Fl) or NS3 Helicase (Act>UAS-NS3 Hel). NS3 was immuno-
precipitated from fly extracts with antibodies directed against 3xFlag and analyzed with anti-Cactus.

Anti-Cactus antibodies revealed a unique band at the expected size (55 kDa) showing that Cactus and
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NS3-helicase form a complex in vivo. Fly extracts were revealed with anti-NS3 to show presence of
corresponding proteins (NS3 Fl at 85 kDa and NS3 Hel at 58 kDa) in the fly extracts. No interaction

could be observed between NS3 Fl and Cactus.

Figure 4. NS3 expressing flies show decreased expression of antimicrobial peptide genes.

Analysis of Drosomycin (A and B) and Attacin (C) mRNAs by quantitative RT-PCR on three- to five-
days-old males flies expressing NS3 Fl or NS3 Hel under the control of Cg-Gal4 (A) or c654-Gal4 (B
and C) and on control flies (Cg>+ and c564>+). Results are expressed as the fold induction level

compared to control flies.

Figure 5. Response of flies expressing NS3 constructs under the Cg-Gal4 driver to Staphylococcus
aureus infection.

Sixty three- to five-day-old males flies expressing NS3 FlI or NS3 Hel under the control of Cg-Gald
driver (Cg>NS3 Fl or Cg>NS3 Hel) and control flies (Cg>+) were infected with Gram-positive bacteria,
Staphylococcus aureus by septic injury. A- Survival rates of infected Drosophila flies were followed at
25°C for indicated times post-infection. One representative experiment out of three biological
independent experiments is presented. B- Analysis of Drosomycin mRNAs by semi-quantitative RT-
PCR. Drosomycin expression was analyzed in flies expressing NS3 and in control flies at 0 and 6 hours
following infection. Results are expressed as the fold induction level compared to control Cg/+ flies.

Log-rank (Mantel-Cox) test, Cg>+ vs Cg>UAS-NS3 Hel <0,0009 and Cg>+ vs Cg>UAS-NS3 Fl <0,0001.

Figure 6. Response of flies expressing NS3 constructs under the ¢564-Gal4 driver to Staphylococcus
aureus infection.

Fifty three- to five-day-old males flies expressing NS3 Fl or NS3 Hel under the control of c564-Gal4
driver and control flies (c564>+) were infected with Gram-positive bacteria, Staphylococcus aureus by

septic injury. A- Survival rates of infected Drosophila flies were followed at 25°C for indicated times
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post-infection. B- Analysis of Drosomycin mRNAs by quantitative RT-PCR. Drosomycin expression was

analyzed in flies expressing NS3 (c564>UAS-NS3 FlI and c564>UAS-NS3 Hel) and in control flies

(c564>+) at 0, 6 and 14 hours following infection. Results are expressed as the fold induction level

compared to c564/+ flies.
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Abstract

Apoptosis is required during development to elitenguperfluous cells and to sculpt
emerging tissues; as such, the process is subjguetise spatial and temporal control. The
repeating hexagonal units, or ommatidia, that makehe honeycomb-like structure of the
adult Drosophila eye are formed during the late larval and earlyabstage of development.
Precise lattice formation is critically dependentspatially restricted apoptosis that removes
supernumerary pigment or interommatidial cells (8p8y a process dependent on cell-cell
communication and activation of pro- and anti-aptiptpathways. However, the mechanisms
controlling apoptosis of superfluous 10C at a pecpoint in pupal development remain
unclear. Here, we found that the transcriptiongutator split ends (spen) plays an essential
role in this process and is required to prevent EpOptosis during the wave of superfluous
IOC elimination occurring at the pupal stage. Ladgsspen function further increases
apoptotic death of I0Cs, resulting in disorderedn@tidia and a rough eye phenotype.
Furthermore, the requirement fgpen in restricting 10C death is cell nonautonomous and
depends orspen expressiorin cone cells, but not in pigment cells or IOCsntiselves. We
propose thatspen is an important survival factor that ensures sgigtiand temporally

restricted apoptosis of IOCs during developmendtigoning of thédrosophila eye.



Introduction

Apoptosis, or programmed cell death, is essenbiattfe development and survival of most
multicellular organisms (Bergmann and Steller, 208@gata and Golstein, 1995). During
development, one function of apoptosis is to scatphplex tissues through the removal of
superfluous cells (Mollereau, 2009). In the devalgfrosophila eye, apoptosis is required
to remove ~2000 excess retinal pigment cells, theensuring the formation of a perfectly
organized honeycomb-like structure (Cagan and ReH@B9; Wolff and Ready, 1991). The
Drosophila eye is composed of ~800 units known as ommatehah of which contains 8
photoreceptor cells, 4 cone cells, and 2 primagyngint cells and is surrounded by a hexagon
of 12 lattice or interommatidial cells (I0OCs) conspd of 3 bristle cells, 6 secondary pigment
cells, and 3 tertiary pigment cells (Cagan and Reh889). Retinal cell differentiation begins
at the third instar larval stage with the sequéniaruitment and differentiation of the 8
photoreceptor cells followed by differentiation thie cone cells (Mollereau and Domingos,
2005). At the early pupal stages, the primary pigiheells differentiate and form a concentric
ring around the cone cells, which are situated @m of the photoreceptor cell cluster
(Carthew, 2007). As the primary pigment cell ringses, the IOCs are rearranged around the
ommatidium to form a hexagonal array. At this ppeach cluster of IOCs contains two or
three excess cells that must be removed to all@wige lattice formation (Cagan and Ready,
1989 ; Reiter et al., 1996; Wolff and Ready, 199pst of these superfluous cells are
eliminated during a wave of apoptosis that takeselat ~28 h after puparium formation
(APF) (Cordero et al., 2004; Miller and Cagan, 19%hd the remaining I0Cs differentiate
into secondary and tertiary pigment cells. Apoptatieath of excess IOCs is strictly
dependent on the proapoptotic protein Hid, theaitut caspase Dronc, and the Dronc adaptor
Dark and involves cyt-c-d (Mendes et al., 2006;etal., 2002). Previous studies have shown
that cell-cell communication plays a major role é¢ontrolling the spatially restricted
elimination of I0Cs, ensuring that each mature otianan contains the correct number of
IOCs. Cone cells and/or primary pigment cells hia@en shown to act cell nonautonomously
to promote the survival of IOCs by modulating Notoid epidermal growth factor receptor
(EGFR) signaling (Miller and Cagan, 1998 ; Monse&rrand Brachmann, 2007). Thus, death
of I0Cs via Notch- and Hid-induced apoptosis isahakd by EGFR/RAS/MAPK signaling
which antagonizes Notch signals (Miller and Cadge898 ; Yu et al., 2002). Nevertheless,
there is no evidence that EGFR/RAS/MAPK and Notethway signaling is differentially
activated at the time of IOC death (Monserrate &mdchmann, 2007), suggesting that

alternative and/or additional factors regulate difel death signaling for IOC elimination.



The split ends (spen) gene encodes several isoforms of the transcrigtioegulator Spen,
each of which contains three RNA recognition mo(lRRMs) and a Spen paralog and
ortholog C-terminal (SPOC) domain (Chen and ReB@90; Kuang et al., 2000; Rebay et al.,
2000; Wiellette et al., 1999). Spen is a nucleatgin with pleiotropic functions and has been
implicated in numerous cellular processes, inclgdjial development, neuronal cell fate and
axon guidance (Chen and Rebay, 2000; Kuang €@)0), cell cycle regulation (Lane et al.,
2000), epithelial cell polarity (Mace and Tugor@€04), and repression of head identity
during embryogenesis (Wiellette et al., 1999). Ehemctions are thought to be mediated by
the transcriptional regulation of Notch, EGFR/RAFRK, and Wingless signaling
pathways, among others. In the develoddrgsophila eye, Spen is both a negative regulator
of Notch signaling and a positive regulator of EGRRS/MAPK signaling, fine-tuning these
pathways at the morphogenetic furrow to ensure gropcruitment and differentiation of

photoreceptor cells (Doroquez et al., 2007).

In this study, we examined the role sgien in IOC elimination at the pupal stage of retinal
development. We found thgpen is essential to IOC survival and that lossmn function at
the time of superfluous cell removal further in@es1OC elimination. IOC loss is rescued by
expression of the effector caspase inhibitor p3mlicating that IOC death occurs via
apoptosis. Finally, analysis of mosaic ommatidiggen mutants revealed that the survival of
IOCs is critically dependent ogpen expression in cone cells, but not in IOCs or prina
pigment cells. We propose thgben induces cone cells to secrete a survival factat th

controls the elimination of I0Cs, allowing the peecorganization of the hexagonal array.



Materialsand M ethods
Drosophila genetics

Fly crosses and developmental staging were perfbrame5°C unless otherwise noted. The
following fly stocks were obtained from the Bloomgion Stock Center: GMR-GAL4,
FRT40A w+; UAS-GFP, UAS-nIsGFP, UABRite®™" and FRT40Aspen’/Cyo (BL#8734).
The Ubi-GAL8S® line and the method for its use have been destrdapoletano et al.,
2011). The 1z-GAL4 line was a gift from Graeme Mamd(Flores et al., 2000). For RNA
interference experiments, the GAL4-carrying linesravcrossed with a UASpen™" line
(VDRC #48846). A second UASen™ " line (gift from Kenneth Cadigan (Chang et al.,
2008)) was used to confirm our findings and gawe same results. Thee® mutant has
been described (Kuang et al., 2000). Whole-eye mufanes were generated using ye;
FRT40A GMR-hid CL; EGUF line (Stowers and Schwarz, 1999). Mitotic clonesrav
generated with T155-FLP (Bloomington #5074), oF&yR (gift from Graeme Mardon).

Fluorescence imaging of interommatidial cells

COy-anesthetized adult flies were placed in a 35 mihadture dish half-filled with 1%

agarose and covered with water at 4°C, as desc(ibedrlen et al., 2013; Pichaud and
Desplan, 2001). Retinas were observed using amhtpconfocal fluorescence microscope
(LSM700; Zeiss) equipped with a 40x water immerdems.Water on top of the retina was
used to neutralize the cornea. Pigment autofluerese was observed at an excitation

wavelength of 554 nm.
Transmission electron microscopy

Transmission electron microscopy was performed rasiqusly described (Dourlen et al.,
2012). Briefly, eyes were dissected and fixed oghrinat 4°C in 0.1 M PIPES buffer (pH
7.4) containing 1.5% glutaraldehyde and 1% paraftiehyde. Eyes were washed with 0.1
M PIPES buffer (pH 7.4) post-fixed in same buffentaining 1% Os@at room temperature,
and then dehydrated. Eyes were then infiltrateti witreasing concentrations of epoxy resin
(EMbed 812, EMS) in propylene oxide, and sampleseweounted in pure resin into silicone
embedding molds. Polymerization was performed &C@0r 2 days. Ultrathin sections of 60
nm width were stained with lead citrate and exachingh a Philips CM120 transmission

electron microscope operating at 80 kV.



Generation of anti-Spen polyclonal antibodies

Rabbit polyclonal antibodies were produced (SpeebBRaEurogentec) against two Spen
peptides corresponding to amino acids 238-252 (PEMNSSPTPRET) and 259-273
(NVESQPKLSNESTPQ). Peptide-specific antibody titersre determined by ELISA, and
IgG antibodies were purified by affinity chromataghy.

| mmunostaining

Staged pupal retinas were dissected in PBS, fixdd4 paraformaldehyde for 15 min at room
temperature, and then immunostained overnight @tid°PBT (PBS + 0.1% Triton-X100)
containing the following antibodies and dilutiomabbit anti-Spen (1:1000), mouse anti-Arm
(1:500, DSHB), rabbit anfi-galactosidase (1:500, MP Cappell), and rabbit-Bop-1
(Asp216) (1:500, Cell Signaling Technology). Samspleere washed and then stained with
the appropriate secondary antibody (all Invitrogeanjti-rabbit Alexa Fluor 405 or 488 at
1:500, anti-rat Alexa Fluor 633 at 1:500, and ambitise Alexa Fluor 546 or 405 at 1:500.
Samples were mounted in DAPI-containing mountingdioma (Vectashield, AbCys), and
fluorescence images were acquired using Zeiss iid@8&0 confocal microscopes. Apoptotic

activity was quantified by counting the number @jpBL-positive foci using ImageJ software.

Enumeration of interommatidial cells

IOCs were enumerated (a) in pupal eye discs at4@aPF by immunostaining with anti-

Arm antibody or (b) in adult eyes by visualizatiith the cornea-neutralization method. At
day 42 APF, control retinas contained 12 IOCs pematidium, consisting of 6 secondary
pigment cells, 3 tertiary pigment cells, and 3 tteicells. In the adult retinas, bristle cells
were not distinguishable and only 9 I0Cs per omanath (6 secondary and 3 tertiary
pigment cells) were visible by pigment autofluoessme. At least 10 retinas per genotype

were counted.
Scanning electron microscopy
Three-day-old flies were collected, the probosessaved, and the heads placed in a solution

of dish detergent (IJN, #507482, Groupe Prop) edut:500 in 0.1 M cacodylate buffer for
30 sec to reduce hydrophobicity. Heads were thexdfin 0.1 M cacodylate buffer containing



2% glutaraldehyde for 2 days at 4°C. Heads wersednin 0.1 M cacodylate buffer,
desiccated using the critical point drying methadd metallized using a Baltec MED-020
sputter coater. Heads were observed with a Quas@aFEG scanning electron microscope

(FEI) and images were processed using Adobe Phaposbftware.

Satistical analysis

All data analyses were performed using Prism sa#w@raphPad).



Results

To investigate the potential role gden in IOC cell death, we examined the retinas offire
which spen-specific dsRNA was expressed under the controkitier GMR-GAL4 or
lozenge-GAL4 (I1z-GAL4) Fig. 1, Fig S1). The GMR driver is expressed in all differentiai
retinal cells during the third instar and pupabstof development, whereas Iz expression is
more restricted; we and others have shown thatslzxpressed in and controls the
differentiation of cone cells and R1, R6, and R@tpreceptor cells, and is expressed in and
controls the elimination of IOCs{(g. S2, Daga et al., 1996; Wildonger et al., 2005). The

RNAI adult flies contained ommatidia with fewer PRs thzomtrol

retinas of GMRspen
(GMR>GFP) flies Fig. Sla, b, d, €). This phenomenon has previously been observepem
mutant flies and can be attributed to the rolesmdn in photoreceptor cell differentiation.
(Doroquez et al., 2007). We also observed thahtimber of IOCs was lower in the retinas of

GMR>gpen™A

adult flies than in control flies, suggesting tlspen may play a role in the
survival of IOCs during pupal developmeifid. 1e, f, |, and Fig. S1d, €). Consistent with
this, ectopic overexpression ggen with the 1z-GAL4 driver increased the frequencyl©Cs
(Fig. 1i, k, m). Ectopic expression aen using the GMR driver resulted in disorganization
of the ommatidia and a rough eye phenotygi@.(1c, g). This is most likely caused by the
strong expression apen and disruption of photoreceptor cell differentiatiduring the third

larval instar. Importantly, penR™A

reversed the effects adpen overexpression on 10C
organization and rescued the rough eye phenotiAg (c, d, g, h, |), confirming the
specificity of spen RNAI in this line. To confirm thaspen is required for IOC survival, we
counted 10Cs in whole-eye mutant clones frospen null allele gpen’) (Kuang et al., 2000).

Here too, we observed that the absence of fundtapea reduced the loss of IOCEif. 1n-

p).

To determine whether I0C lossspen-deficient retinas occurs via apoptosis, we exathine
flies expressing p35, an pan-inhibitor of effectaspase. We found that coexpression of p35
rescued the loss of IOCs inducedspgn silencing Fig. 2a, ¢, d, €), suggesting that spen is
required to prevent apoptotic death of IOCs. Ireagrent with this, immunostaining for the
active (cleaved) form of the caspase Dcp-1 reveateiticrease in Dcp-1-positispen®

mutant clones at 28-30 h APFig. 2f-h). Interestingly, retinas from GMR35;spen™™A

flies contained more IOCs per ommatidium (~5) tfies expressing p35 alonEif.

2b, d, €). This rescue was comparable to the full inhibitad IOC death observed dark and



dronc mutant clonegMendes et al., 2006). These results suggesspeatnot only plays an
important pro-survival role in IOCs but may alsgukate the rearrangement of I0Cs for their
proper positioning and elimination.

RNAT throughout development, we next asked

Because the GMR-GAL4 driver inducegen
whether the survival of IOCs dependedspen function during the period of IOC elimination
at the pupal stage, or earlier during the thirdangarval stage. For this, we conditionally
silencedspen during the pupal stage by using the temperatursithee GAL4/GALSC®
system (GMR-GAL4/ubi-GAL8HUAS-spen™™). We found that induction ofpen™™A
starting at 5 h APF was sufficient to enhance tiss lof IOCs compared to control flidgsd.

3). Thus the survival of I0Cs requiregpen function during pupal development rather than

during retinal cell differentiation at the larvahge.

Previous work has suggested that elimination ofediypus IOCs during pupation is
controlled by cell nonautonomous signals origirgtinom neighboring cone cells and
primary pigment cells (Miller and Cagan, 1998 ; Merrate and Brachmann, 2007). To
determine the pattern &pen expression during pupal development, we used tivareer
trap PZspe?i**° We found that PZsp&#Cis expressed in primary pigment cells, cone cells,
and IOCs at the time of IOC death during pupatieiy.(S3a-c). In addition, we used anti-
Spen immunostaining to confirm this expressionguajtthese experiments further revealed
that Spen is present in both the nucleus and @goplof pupal retinal cell$=(g. S3d-f). To
determine the contribution of primary pigment cetisne cells, and 10Cs spen-dependent
survival of IOC, we analyzed spen mosaic ommatidigne border ofpen® mutant clones, as
previously described fagpalt mutants (Domingos et al., 2004b). In such mosaimatidia,
the proportion of wild-type and mutant lattice se random, allowing the contribution of
each cell type to IOC death to be determined bylyams a large number of mosaic
ommatidia and scoring for IOC loss. We observed tha total number of IOCs in mosaic
ommatidia was approximately the same on the coatmdispen mutant sides, indicating that
spen does not act cell autonomously to maintain 10Gisaf (Fig. 4c). We confirmed these
observations using the 54C-GAL4 driver, which, dgrthe time of IOC death, is specifically
expressed in secondary and tertiary pigment céfideed, 54C-GAL4—driverwhite®N
potently suppressed eye pigmentatiding( Sda-f). Flies expressing 54@pen™™ did not
exhibit additional loss of IOC compared with cohfit@es, in agreement with the analysis of

spen® mosaic ommatidiadig. S4-g-i, k). These data confirm thapen does not function cell



autonomously to promote the survival of 10Qgerestingly, IOC-specific expression of spen
increased the number of IOCs to the same extepkaession of Notch RNAI, suggesting
that spen could act as a negative regulator of Notch sigigalFig. S4i-k). In addition, we
found no evidence thapen expression in primary pigment cells or bristldsebntributed to
IOC survival Fig. 4d, €). In contrast, IOC numbers were markedly dimingsireommatidia
containing one or more mutant cone celgg( 4f), indicating thatspen expressed bgone
cells is essential for IOC survival.

RNAI

Finally, we observed that the interommatidial bestof GMR>spen flies often exhibited

abnormal morphologies compared with the bristlesadntrol retinas Kig. 5). Although the

RNAIandspen® retinas Fig. 5 and

frequency of bristles was largely the same in aingpen
data not shown), the bristlesspen mutant retinas had abnormal shapes and were soateti
present in pairs, most likely due to the loss albselary and tertiary pigment cells separating
bristle cells in thespen mutant retinas. These findings suggest #pah is required for the

terminal differentiation of bristle cells, whichéssential for bristle secretion and shaping.
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Discussion

The elimination of superfluous I0Cs during eye depment is necessary for ommatidial
units to form perfect hexagonal arrays. The procegaires cell-cell communication and the
precise coordination of pro- and anti-apoptoticalg to ensure the removal of a pre-defined
number of I0Cs. We found that the transcriptiorejulatorspen is required for I0Cs to
survive during pupal development; accordingly, ¢tadal silencing ofspen during this
period resulted in the elimination of abnormallygthi numbers of 10Cs. Before their
elimination, I0Cs are sorted (Cagan and Ready, J1B88 specific positions that enable or
preclude the receipt of death signals from neiginigocells (Monserrate and Brachmann,
2007). A failure to sort appropriately, as obseriredell sorting mutants (Reiter et al., 1996),
leads to the accumulation of I0Cs that have escaeath. Here, we showed that loss of
function spen mutants have an extra loss of I0Cs, suggestirtgsffen regulates 10C survival
during the pupal apoptotic wave and may not beireduor the initial cell sorting phase.
However, the combination afpen silencing and caspase inhibition further enhank2d
numbers (Fig. 2e), supporting an apoptosis-mediadkdfor spen in IOC elimination that is
only unmasked when apoptosis is reduced in theepoesof p35. It is possible thgten is
also required for proper 10C sorting, but this nieey masked due to the extensive loss of
IOCs. A role forspen in IOC sorting and maturation is supported by shwllen, immature

appearance of IOCs and the patterning defects wdxban retinas witlspen loss of function.

Loss of IOCs inspen-deficient retina occurred via apoptosis, as showithe restoration of

IOC numbers in flies expressing p35 and by theeiased expression of cleaved Dcp-1 in
spen mutant clones. Interestingly, we found that sualief IOCs requirespen expressed in

cone cells but not in IOCs themselves. This findingports a previous study demonstrating a
role for cone cells in 10C survival (Miller and Gag 1998). Primary pigment cells have also
been suggested to play a role in I0C survival (Morsge and Brachmann, 2007), although
we found no evidence that this was mediatedspen expression. Therefore, cone cells and

primary pigment cells may promote IOC survival tgh distinct mechanisms.

The molecular mechanism by whispen promotes the cell nonautonomous survival of IOCs
is not yet clear. One possibility is thgien regulates the expression of a secreted survival
factor. Cone cells have been shown to secrete ,Spitz EGFR ligand that activates
RAS/MAPK signaling (Monserrate and Brachmann, 200i;et al., 2002) and antagonizes

11



Notch-induced apoptosu et al., 2002) of IOCs. Thus, Spen might regulate the secretion
of Spitz by cone cells, which in turn promotes E@ERRS/MAPK signaling in 10Cs.
However, studies to date have failed to demonstiae the EGFR/RAS/MAPK signaling
pathway is differentially activated at the time ®C death during the pupal stage
(Monserrate and Brachmann, 2008en acts as a transcriptional repressor downstream of
the Notch pathway in the third instar eye imagid@éc (Doroquez et al., 2007). Our
observation that the ectopic expressionsmn in 10Cs is sufficient to reduce I0C death
therefore raises the possibility that Spen mayrfiete with Notch-induced apoptosis in IOCs.
Further work will be necessary to determine whetded howspen fine-tunes Notch and
EGFR/RAS/MAPK signaling to regulate 10C survival.donclusion, our work has identified
Spen as an important survival factor for 10Cs, enguthe correct spatially restricted
elimination of superfluous IOCs and thus the foioratof perfect hexagonal arrays of

ommatidia in thédrosophila eye.

12



Acknowledgments

We thank Laurent Seugnet and Veronique Morel fé¢pfokdiscussions. We thank the
PLATIM and ARTHRO-TOOLS facilities of the UMS3444d&ciences, Lyon, France for
help with confocal microscopy and fly food prepamat respectively. We are grateful to
Kenneth Cadigan, llaria Rebay, Graeme Mardon, dodaRd Mann for fly stocks and
reagents. MQ was supported by fellowships fromMiiv@stere de I'Enseignement Supérieur

et de la Recherche and from the Fundation FrandariBan.

13



References

Bergmann, A., Steller, H., 2010. Apoptosis, stem cells, and tissue regeneration. Sci
Signal 3, re8.

Cagan, R.L., Ready, D.F., 1989. The emergence of order in the Drosophila pupal
retina. Dev Biol 136, 346-362.

Carthew, RW,, 2007. Pattern formation in the Drosophila eye. Curr Opin Genet Dev
17,309-313.

Chang, J.L., Lin, H.V., Blauwkamp, T.A., Cadigan, K.M., 2008. Spenito and Split ends act
redundantly to promote Wingless signaling. Dev Biol 314, 100-111.

Chen, F., Rebay, I, 2000. split ends, a new component of the Drosophila EGF receptor
pathway, regulates development of midline glial cells. Curr Biol 10, 943-946.

Cordero, J., Jassim, 0., Bao, S., Cagan, R., 2004. A role for wingless in an early pupal
cell death event that contributes to patterning the Drosophila eye. Mech Dev 121, 1523-
1530.

Daga, A., Karlovich, C.A., Dumstrei, K., Banerjee, U., 1996. Patterning of cells in the
Drosophila eye by Lozenge, which shares homologous domains with AML1. Genes &
Development 10, 1194-1205.

Domingos, P.M., Mlodzik, M., Mendes, C.S., Brown, S., Steller, H., Mollereau, B., 2004b.
Spalt transcription factors are required for R3/R4 specification and establishment of
planar cell polarity in the Drosophila eye. Development 131, 5695-5702.

Doroquez, D.B., Orr-Weaver, T.L., Rebay, I., 2007. Split ends antagonizes the Notch
and potentiates the EGFR signaling pathways during Drosophila eye development. Mech
Dev 124, 792-806.

Dourlen, P., Bertin, B., Chatelain, G., Robin, M., Napoletano, F., Roux, M.]., Mollereau,
B., 2012. Drosophila fatty acid transport protein regulates rhodopsin-1 metabolism and
is required for photoreceptor neuron survival. PLoS Genet 8, e1002833.

Dourlen, P., Levet, C., Mejat, A, Gambis, A., Mollereau, B., 2013. The Tomato/GFP-
FLP/FRT Method for Live Imaging of Mosaic Adult Drosophila Photoreceptor Cells. ] Vis
Exp.

Flores, G.V., Duan, H,, Yan, H., Nagaraj, R.,, Fu, W., Zou, Y., Noll, M., Banerjee, U., 2000.
Combinatorial signaling in the specification of unique cell fates. Cell 103, 75-85.

Kuang, B., Wy, S.C, Shin, Y., Luo, L., Kolodziej, P., 2000. split ends encodes large
nuclear proteins that regulate neuronal cell fate and axon extension in the Drosophila
embryo. Development 127, 1517-1529.

Lane, M.E,, Elend, M., Heidmann, D., Herr, A., Marzodko, S., Herzig, A., Lehner, C.F,,
2000. A screen for modifiers of cyclin E function in Drosophila melanogaster identifies
Cdk2 mutations, revealing the insignificance of putative phosphorylation sites in Cdk2.
Genetics 155, 233-244.

14



Mace, K., Tugores, A., 2004. The product of the split ends gene is required for the
maintenance of positional information during Drosophila development. BMC Dev Biol 4,
15.

Mendes, C.S., Arama, E., Brown, S., Scherr, H,, Srivastava, M., Bergmann, A., Steller, H.,
Mollereau, B., 2006. Cytochrome c-d regulates developmental apoptosis in the
Drosophila retina. EMBO Rep 7, 933-939.

Miller, D.T., Cagan, R.L., 1998. Local induction of patterning and programmed cell
death in the developing Drosophila retina. Development 125, 2327-2335.

Mollereau, B., 2009. Cell death: what can we learn from flies? Editorial for the special
review issue on Drosophila apoptosis. Apoptosis 14, 929-934.

Mollereau, B., Domingos, P.M., 2005. Photoreceptor differentiation in Drosophila:
from immature neurons to functional photoreceptors. Dev Dyn 232, 585-592.

Monserrate, ].P., Brachmann, C.B., 2007. Identification of the death zone: a spatially
restricted region for programmed cell death that sculpts the fly eye. Cell Death Differ 14,
209-217.

Nagata, S., Golstein, P., 1995. The Fas death factor. Science 267, 1449-1456.

Napoletano, F., Occhi, S., Calamita, P., Volpi, V., Blanc, E., Charroux, B., Royet, ]., Fanto,
M., 2011. Polyglutamine Atrophin provokes neurodegeneration in Drosophila by
repressing fat. Embo | 30, 945-958.

Pichaud, F. Desplan, C, 2001. A new visualization approach for identifying
mutations that affect differentiation and organization of the Drosophila ommatidia.
Development 128, 815-826.

Rebay, I, Chen, F., Hsiao, F., Kolodziej, P.A., Kuang, B.H., Laverty, T., Suh, C.,, Voas, M,,
Williams, A., Rubin, G.M. 2000. A genetic screen for novel components of the
Ras/Mitogen-activated protein kinase signaling pathway that interact with the yan gene
of Drosophila identifies split ends, a new RNA recognition motif-containing protein.
Genetics 154, 695-712.

Reiter, C., Schimansky, T., Nie, Z., Fischbach, K.F., 1996. Reorganization of membrane
contacts prior to apoptosis in the Drosophila retina: the role of the IrreC-rst protein.
Development 122, 1931-1940.

Stowers, R.S., Schwarz, T.L., 1999. A genetic method for generating Drosophila eyes
composed exclusively of mitotic clones of a single genotype. Genetics 152, 1631-1639.

Wiellette, E.L., Harding, K.W., Mace, K.A., Ronshaugen, M.R., Wang, F.Y., McGinnis, W.,
1999. spen encodes an RNP motif protein that interacts with Hox pathways to repress
the development of head-like sclerites in the Drosophila trunk. Development 126, 5373-
5385.

Wildonger, ], Sosinsky, A., Honig, B., Mann, R.S,, 2005. Lozenge directly activates
argos and klumpfuss to regulate programmed cell death. Genes Dev 19, 1034-1039.

Wolff, T., Ready, D.F., 1991. Cell death in normal and rough eye mutants of
Drosophila. Development 113, 825-839.

Yu, S.Y, Yoo, S.J., Yang, L., Zapata, C., Srinivasan, A., Hay, B.A., Baker, N.E., 2002. A
pathway of signals regulating effector and initiator caspases in the developing
Drosophila eye. Development 129, 3269-3278.

15



Figurelegends

Fig. 1. spenisrequired for IOC survival

(a-d) Light microscopy of aduDrosophila eyes: (a) GMR-GAL4>UAS-GFP (GMR>GFP),
(b) GMR>spen™A' (c) GMR>spen, and (d) GMR:spen;spen™™'. (e-h) Interommatidial cells
(I0Cs) from adult flies of the same genotypes, aliged with the cornea-neutralization
method. Spen overexpression rescues |IOC loss dgperisilencing (compare f and h). (i-k)
IOCs from adultDrosophila eyes visualized with the cornea-neutralization hoet (i)

|IzZ>GFP, (j) 1z>spenf™

, (K) lzzspen. Spen overexpression (k) increases 10C number
compared with control flies (i). (I, m) Quantificat of IOCs per ommatidium in retinas
shown in (I) panels e, f, and h; (m) panels ind &; and (p) panels | and m. (n, o) IOCs from
adult retinas visualized with the cornea-neutréiima method: wild-type spen (yw;
FRT40A/FRT40GMR-hidCL; EGUF) (n) and whole-eye nmitaspen (yw; FRT40A
spen’/FRT40GMR-hidCL; EGUF) (o). (p) Quantification dDCs per ommatidium in retinas
shown in panels n and o. Mean + SEM of h0. *p < 0.01, **p < 0.001, **p < 0.0001 by

Student’s t-test.

Fig. 2. Inhibition of apoptosisrescuesthelossof IOCsin spen mutant flies

(a-d) IOCsfrom adult flies visualized with the cornea-neugation method: (a) GMR>GFP,
(b) GMR>p35, (c) GMRspen™ and (d) GMR>p3%pen"™™. (e) Quantification of I0Cs
from retinas shown in (a-d). Mean + SEM o#110. **p < 0.001, ***p < 0.0001 by Student’s
t-test. p35-mediated inhibition of apoptosis ineeEa|OCs in control flies and rescues I0OC
loss induced byspen silencing. (f, g) Fluorescence microscopy spen® mutant clones
generated with ey-FLP. (f) Mutant clones are deliad by the absence of GFP fluorescence.
(9) Dcp-1 immunostaining at 28 h APF. (h) Quanéfion of Dcp-1 staining in wild-type and
spen® mutant clones. Dcp-1 expression is increasespén-deficient clones. Mean + SEM of
n>10. *p < 0.01 by the Mann-Whitney test.

Fig. 3. spen isrequired for 10OC survival during pupation
(a-d) Light microscopy of adulDrosophila eyes: (a, b) GMR-GAL4/ubi-GALSOUAS-
luciferase™” and (c, d) GMR-GAL4/ubi-GAL8§UAS-spen™ "' (c, d) adult flies. Files in

(a, c) were raised from embryo to adulthood atpienissive temperature (18°C) and flies in
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(b, d) were raised at 18°C until pupariation, aftdrich they were placed at the restrictive
temperature (30°C) for 5 h. (e-h) IOCs from theltfles represented in (a-d), visualized by
the cornea-neutralization method. Inductiorsgén™™ " for 5 h APF is sufficient to induce a

rough eye phenotype and loss of IOCs in adultastin

Fig. 4. Survival of IOCsrequires spen expression in cone cells

(a, b) Fluorescence microscopy (a) and anti-Arm imastaining (b) of whole-mount pupal
eye disks at 42 h APBpen® mutant clones lack GFP expression. The yellowilings) marks
the clone border. (c) Quantification of IOCs (sedamy and tertiary pigment cells) per mosaic
ommatidium comparing the control and mutant sideshe clone. (d-f) Quantification of
IOCs per ommatidium relative to the number of mufaimary pigment cells (d), bristle cells
(e), or cone cells (f). Mean £ SEM 0o>n10. ns = not significant and *p*< 0.0001 by the
nonparametric Kruskal-Wallis test. The numbesmEdn mutant cone cells influences the total

number of IOCs in the mosaic tissue.

Fig. 5. spen isrequired for proper formation of retinal bristles
(a-d) Scanning electron microscopy of eyes fromta@MR>GFP (a, ¢) and GMRpen™"A
(b, d) flies. (e,f) Horizontal sections throughisbdes from GMR>GFP (e) and

GMR>spenRNAI (f) adult flies imaged by transmiss&actron microscopy.
Supplementary figure legends

Fig. S1. spen silencing reduces PRs and 10Csin adult Drosophilaretinas

(a-c) Semi-thin sections of eyes from (a) GMR>GEP GMR>spen®™™ | and (c) GMRspen
adult flies. In (a) and (b), the boxes show omdiatat enhanced magnification. (d-f) Whole-
mount pupal retinas from (d) GMR>GFP, () GMBen™ " and (f) GMR:spen flies
analyzed at 42 h APF. Flies also expressed Arm::@Kpn protein to visualize cell

membranes.

Fig. S2. Expression profile of thelz-GAL4 driver in adult retina

All images show pupal retinas of flies carryiryilsGFP analyzed at 26 h APF. (a) Anti-
Arm staining to visualize ommatidia. (b) Nuclear BSdicatingLz-GAL4 expression in the
four cone cells (cc). (c) Nuclear GFP indicatizgsAL4 expression in all IOCs (several are

indicated by *). Elav staining identifies photorpta's (blue). (d-f) Elav+ photoreceptors (d)
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show nuclear expression bt--GAL4 (e). (f) Merge of (d) and (el.z-GAL4 is expressed in a
subset of photoreceptors (PR). pp = primary pigneehs.

Fig. S3. spen isubiquitously expressed in the pupal eyedisc

(a-c) Whole-mount pupal retinas of flies carryingemhancer trap Rgen®**°

analyzed at 26
h APF. (a) Anti-Arm staining(b, c) Antif-galactosidase staining showiggen expression in
primary pigment (pp) cells and cone cells (cch {a) indicates an I0C nucleus. (d-f) Whole-
mount pupal retinas of wild-type (Canton-S) fliesalyzed at 42 hours APF. (d) Anti-Spen
immunofluorescence staining showing positive exgogsin cone cells. (e) Nuclear staining

with DAPI. (f) Merge of (d) and (e), indicating rlear and cytoplasmic Spen expression.

Fig. $4. 10C-specific spen does not affect |OC numbers

(a-c) Whole-mount pupal retinas of flies expressifS-APC2::GFP under the control of the
54C-GALA4 driver, analyzed at 42 h APF. (a) Anti-Astaining; (b) GFP expression; and (c)
merge of (a) and (b) showing 54C-GAL4 expressioitepa. (d-f) Light microscopy of eyes
from Drosophila expressing dsRNA againisfciferase (control, d) andwhite (e), both driven
by 54C-GAL4, and expressing dsRNA againsite (f) driven by GMR-GAL4. Both 54C-
GAL4 and GMR-GAL4 drive expression afhite dsRNA in the 10Cs, resulting in a
reduction in red pigmentation. (g-j) I0Cs from 548BP (g), 54Cspen™ (h), 54C>spen
(i), and 54C¥otch™A* (j) adult flies. (k) Quantification of IOCs in irfis shown in (g-j).
Mean = SEM of > 10. **p < 0.0001 by Student’s t-test. IOC-specific inaation of spen
has no effect on IOC number, tapen overexpression increases IOCs, similar to thecetie

Notch receptor silencing (j).
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