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I INTRODUCTION

Un équilibre entre prolifération, croissance et mort cellulaire est indispensable a
I’'homéostasie des tissus, et a la formation d’organes fonctionnels. De plus, la différenciation
des cellules au sein d’un tissu et le maintien des identités cellulaires acquises au cours du
développement sont également des éléments clés de ’homéostasie tissulaire. Ces différents
mécanismes sont finement régulés au cours du développement, ainsi qu’en réponse a des
contraintes environnementales ou a des perturbations qui peuvent affecter la formation des

organes.

Au cours de ma thése, je me suis intéressée a des processus de maintien de
I’'homéostasie tissulaire chez Drosophila melanogaster, un organisme modele pour lequel ils
sont bien décrits, tant au niveau génétique que moléculaire. En particulier, j’ai analysé le
role de Cycline G, une protéine impliquée dans plusieurs de ces processus : le controle de la
croissance cellulaire et de la prolifération, mais aussi le maintien des identités cellulaires,
ainsi que la stabilité du développement, un processus qui permettrait le maintien de
I’lhoméostasie tissulaire en contrélant les variations stochastiques qui affectent le

développement.

Dans cette introduction, j'ai choisi de décrire tout d'abord les mécanismes généraux
de contréle de la prolifération, de la croissance et de la survie cellulaire. Puis je décrirai
certains processus qui assurent I’homéostasie des tissus au cours du développement. Dans
une troisieme partie, j'aborderai les mécanismes de maintien des identités cellulaires au
cours du développement par les protéines chromatiniennes des groupes Polycomb et
trithorax. Enfin, je détaillerai plus particulierement l'implication de Cycline G de Drosophila
melanogaster dans la régulation du cycle cellulaire, dans le maintien des identités cellulaires

et dans la stabilité du développement.






1 Controle de la taille finale des organes chez Drosophila

melanogaster

Au cours du développement, la forme, la taille et l'identité des tissus sont finement
régulées afin de permettre la formation d’organes fonctionnels. Ces mécanismes impliquent
une coordination entre la prolifération des cellules et leur croissance, c’est-a-dire
I'augmentation de masse. Un premier niveau de régulation permet |'organisation des
cellules au sein du tissu et implique des interactions a faible distance entre les cellules. De
plus, des signaux systémiques, tels que les hormones, assurent la synchronisation du
développement et I'harmonisation de la taille finale des différents organes d’'un méme
individu. Le développement intégre ainsi des signaux extrinséques, permettant une
adaptation de l'organisme a son environnement, en fonction par exemple de la

température, de I'abondance de nutriments ou de la densité de population du milieu.

Dans cette partie, je commencerai par décrire le développement de Drosophila
melanogaster, un organisme modele dont I’étude a largement contribué a I'établissement
des connaissances actuelles sur la régulation de la taille finale des organes et sur
I’'homéostasie des tissus. Puis je décrirai différents niveaux de régulation de la taille des
organes : le contréle de la prolifération cellulaire, la régulation de la croissance des organes

et enfin la balance entre survie et mort cellulaire au cours du développement.

1.1 Le modele d’étude Drosophila melanogaster

La drosophile est un insecte holométabole : son développement présente trois
phases larvaires (L1 a L3), suivies d’'une phase immobile (pupe) durant laquelle a lieu la
métamorphose, qui aboutit a la formation de I'individu adulte, ou imago. La durée du cycle
de développement de la drosophile varie en fonction de la température : elle est par
exemple de 10 jours a 25°C et de 20 jours a 18°C. A 25°C, les stades larvaires débutent 24h
apres la ponte des ceufs. Les deux premiers stades larvaires durent chacun 24h, tandis que le

troisieme stade dure 48h.
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Figure 1. Les disques imaginaux, tissus larvaires précurseurs des structures adultes

(A) Les structures de l'adulte sont issues de groupes de cellules déterminées des
I'enbryogenese, qui présentent une forte prolifération au cours de la vie larvaire.
Pendant la métamorphose, chacun des disques se différencie en un appendice
spécifique (oeil, antenne, patte, aile, balancier, plaque génitale).

(B) Les disques imaginaux sont divisés en compartiments, représentant des lignages
cellulaires distincts. Sur cet exemple est représentée la frontiére (pointillées rouges)
entre les compartiments antérieur (A) et postérieur (P) d'un disque imaginal d'aile. La
poche de l'aile (en vert) est le territoire du disque d'aile qui donnera la lame de l'aile
adulte.

(Adapté de Restrepo et al., 2014)



Les larves présentent des tissus dits imaginaux, composés de cellules diploides et qui
sont les précurseurs des structures adultes (Figure 1). Ces disques imaginaux sont issus de
groupes de cellules déterminées durant I'embryogeneése. lls présentent une prolifération
tres intense pendant le développement larvaire, et voient leur nombre de cellules multiplié
par un facteur 1000 environ en 4 jours. Simultanément, les cellules acquiérent leur identité,

mais la différenciation n’a lieu qu’a la fin de la vie larvaire ou durant la métamorphose.

A la fin du troisieme stade larvaire, les larves s’éloignent de la source de nourriture et
s'immobilisent pour former une pupe. Au cours de la métamorphose, une partie des tissus
larvaires subissent une histolyse, tandis que les tissus imaginaux se réorganisent et se
différencient afin de former les structures de I'adulte. A I'issue d’une pupaison de 5 jours,

I'adulte émerge de la pupe.

La rapidité du cycle de vie de la drosophile, sa petite taille, la conservation d’un grand
nombre de processus biologiques et la richesse des outils disponibles en font un modéle de
choix en génétique et en biologie du développement, particulierement adapté a I'étude du
maintien de I'homéostasie des tissus. Par exemple, 'aile de drosophile est un modele
d’étude qui a largement contribué a la compréhension actuelle des mécanismes impliqués
dans le contréle de la taille des organes. Cet appendice, plan et facilement observable chez
la drosophile adulte, a permis de réaliser des cribles d’identification de mutations affectant
la taille ou la morphologie des organes. Ces recherches ont abouti a la caractérisation de
différents génes et voies de signalisation impliqués dans la régulation de la taille finale des

organes, dont un grand nombre sont conservés chez les vertébrés.

1.2 Controle du cycle cellulaire et de la prolifération

Le cycle cellulaire désigne une succession d’étapes finement régulées permettant
I'augmentation du nombre de cellules par division, ou prolifération cellulaire. Le cycle
cellulaire canonique est composé d’une phase de synthése de matériel génétique (phase S),
pendant laquelle 'ADN est répliqué, et d’'une phase de mitose (phase M) précédées
respectivement des phases de croissance G1 et G2 (Figure 2). Des variations du cycle

cellulaire sont observées a différentes étapes du développement ou dans certains tissus.



Figure 2. Régulation du cycle cellulaire chez Drosophila melanogaster

L'entrée en phase S requiert la phosphorylation de RBF par Cycline D/CDK4/6, ce qui leve
I'inhibition de E2F1, un facteur de transcription dont les génes cibles (tels que CycE) sont
impliqués dans l'entrée en phase S. Dacapo/p27 (Dap) est également impliquée dans le
contréle de la transition G1/S, en inhibant I'activité de Cycline E/CDK2.

Le complexe Cycline A/CDK2 régule la progression de la phase S. Puis Cycline A s'associe a
CDK1 lors de la phase G2. La kinase Weel inhibe CDK1 pendant la phase G2.

La phosphatase String/Cdc25 permet le retour de CDK1 a un état actif. CDK1 est
successivement associée aux cyclines mitotiques A, B3 et B afin de permettre I'entrée en
phase M et la progression de la mitose.

La présence des cyclines lors de phase spécifiques du cycle cellulaire est finement régulée. Le
complexe ubiquitine ligase SCF est impliqué dans la dégradation de Cycline E. Le complexe
APC/C (Anaphase promoting complex/Cyclosome) dégrade les cyclines mitotiques afin de
permettre la sortie de mitose.
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Par exemple, au début du développement embryonnaire de la drosophile, la formation des
cellules est précédée d’une étape de syncytium, une phase ou seuls les noyaux se divisent

par une succession de phases S et M sans divisions cellulaires (Lee and Orr-Weaver, 2003).

1.2.1 Controle du cycle cellulaire par les complexes

Cycline/CDK

La régulation de la progression des différentes phases du cycle cellulaire est assurée
par une activation séquentielle de complexes kinase spécifiques composés de deux
protéines : une kinase cycline-dépendante (CDK) et une sous-unité activatrice de la famille
des cyclines (Lim and Kaldis, 2013). Les CDK sont des sérine-thréonine kinases qui
comportent un coeur catalytique, composé d’une poche de liaison de I’ATP, d’un domaine de

liaison aux cyclines et d’'une boucle T activatrice (Lim and Kaldis, 2013).

Les protéines de la famille des cyclines présentent une grande diversité de séquence
et de fonction. Elles ont en commun la présence d’'un domaine d’une centaine d’acides
aminés, la cyclin box, qui est impliqué dans l'interaction avec les CDK (Gopinathan et al.,
2011). Chez la drosophile, 13 cyclines ont été identifiées et classées en différents sous-
groupes en fonction de leurs similitudes de structure. Les cyclines A, B, D et E sont
directement impliquées dans la progression du cycle cellulaire. D’autres cyclines possédent
des réles indépendants du cycle cellulaire, en association ou non avec des CDK, tels que la
régulation de la transcription, la spermatogenése, le renouvellement des cellules souches ou

le métabolisme (Lim and Kaldis, 2013).

La Cycline D s’associe a CDK4/6 afin de réguler la progression de la phase G1. L'entrée
en phase S requiert la phosphorylation de RBF (Retinoblastoma family protein) par Cycline
D/CDK4/6. Cela léve l'inhibition de E2F1, un facteur de transcription dont les génes cibles
(tels que CycE) sont impliqués dans I'entrée en phase S, une étape qui requiert la formation
du complexe Cycline E/CDK2. Le complexe Cycline A/CDK2 régule ensuite la progression de la
phase S. Enfin, CDK1 est associée successivement aux cyclines A, B3 et B, afin de contréler

I’entrée en phase M (Figure 2).
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1.2.2 Régulation de I'activité des complexes Cycline/CDK

L’activation séquentielle des complexes Cycline/CDK, nécessaire a la progression des
différentes phases du cycle cellulaire, doit étre finement régulée. Un premier niveau de
controle s’effectue par la régulation de la présence des différentes cyclines lors des phases
du cycle cellulaire (Figure 2). Ce controle temporel de la présence des cyclines est exercé au
niveau transcriptionnel mais également via une dégradation rapide des protéines a des
moments précis du cycle cellulaire. En effet, les cyclines doivent leur nom a la variation de
leur niveau protéique au cours du cycle cellulaire, puisque les cyclines impliquées dans le

contréle du cycle cellulaire sont produites de facon cyclique au cours de phases spécifiques.

Par exemple, les cyclines D et E possedent une séquence PEST (séquence riche en
proline (P), acide glutamique (E), sérine (S) et thréonine (T)) impliquée dans leur dégradation
ubiquitine-dépendante. Alnsi le complexe SCF (SKP1/Cullin/F-box protein) qui posséde une
activité ubiquitine ligase, est impliqué dans la dégradation de Cycline E (Moberg et al., 2001).
D’autres cyclines, telles que Cycline A et B, présentent des séquences de dégradation
nommées « cyclin destruction box » qui sont ubiquitinylées par le complexe APC/C
(Anaphase promoting complex/Cyclosome) et permettent ainsi leur dégradation au cours de

la mitose (Huang and Raff, 2002).

Le niveau de phosphorylation des CDK est également impliqué dans la régulation de
I’activité des complexes Cycline/CDK. Par exemple, la phosphorylation de la boucle T par les
CDK-activating kinases (CAK) est une étape clé de I'activation des complexes Cycline/CDK
chez les levures S. cerevisiae et S. pombe (Pavletich, 1999). A I'inverse, la phosphorylation de
résidus du domaine de liaison a I'ATP par les kinases de la famille Weel inhibe I'activité
enzymatique des CDK (Campbell et al., 1995). La kinase Weel inhibe ainsi CDK1 pendant la
phase G2. La phosphatase String/Cdc25 permet le retour de CDK1 a un état actif et I'entrée

en mitose en retirant ces phosphorylations (Edgar and O’Farrell, 1989).

Enfin, la régulation de I'activité des CDK au cours du cycle cellulaire fait également
intervenir des inhibiteurs de CDK (CKl). D’une part, les CKI de la famille Cip/Kip inhibent
I’activité kinase en s’associant aux complexes Cycline/CDK (Lane et al., 1996; de Nooij et al.,

1996). Par exemple, Dacapo/p27 (Dap) est impliquée dans le contrdle de la transition G1/S,
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en inhibant l'activité de Cycline E/CDK2. D’autre part, la CKI Roughex (Rux) empéche

I'activation de CDK1 et I'entrée en mitose en interagissant avec Cycline A (Foley et al., 1999).

L'ensemble de ces mécanismes de contréle de I'activité des complexes Cycline/CDK
aux différentes phases du cycle cellulaire permet une régulation précise de ce cycle. De plus,
ces différents acteurs de la régulation du cycle cellulaire peuvent étre mis en jeu afin de
moduler la prolifération en réponse a différents signaux. Par exemple, la présence de Iésions
de I’ADN entraine un arrét du cycle cellulaire permettant la réparation des cassures. De
maniere intéressante, la prolifération cellulaire au sein des disques imaginaux dépend aussi
de facteurs qui sont essentiels pour I'organisation de chacun des futurs organes. C’est
notamment le cas pour les morphogénes Wg (Wingless) et Dpp (Decapentaplegic) dans le

disque imaginal d’aile, dont je traiterai au paragraphe 1.5 de cette introduction.

1.3 Controle de la croissance des organes au cours du

développement

La croissance des organes est finement régulée au cours du développement. En effet,
la formation d'un organisme correctement proportionné nécessite une coordination de la
croissance des différents organes. De plus, la croissance peut s’adapter aux conditions
environnementales telles que [I'abondance de nutriments. Je décrirai ici certains
mécanismes impliqués dans cette régulation : la régulation de la croissance cellulaire par le
proto-oncogéne Myc, le contréle de la croissance et du métabolisme par la voie

Insuline/TOR et le r6le de la voie Hippo dans la taille finale des organes.

1.3.1 Implication de Myc dans le contréle de la croissance

cellulaire

L'augmentation de la taille des organes requiert une augmentation du nombre de
cellules, mais également une augmentation de la masse des cellules. Cette croissance
cellulaire nécessite une régulation de la synthese protéique et du métabolisme des cellules.

Un facteur clé dans la régulation de la croissance cellulaire est la protéine Myc, qualifiée de
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proto-oncogene en raison de sa surexpression dans de nombreux types de cancers. Chez la
drosophile, elle est codée par le gene dm (diminutive) porté par le chromosome X (Gallant,
2006). Les femelles adultes homozygotes pour dm™, un allele hypomorphe faible de dm,
présentent une taille réduite mais sont correctement proportionnées. Elles ont également
un retard de développement, et des soies courtes et fines. Ce faisceau de phénotypes est
similaire au phénotype « Minute » (Morata and Ripoll, 1975), induit par les mutations de
génes codant des protéines ribosomiques, qui ralentissent le développement en raison
d’une diminution de la synthése protéique (Marygold et al., 2007). Les cellules du disque
d’aile de mouches mutantes pour dm présentent une croissance cellulaire réduite,
détectable par une diminution de taille des cellules tout au long du développement
(Johnston et al., 1999). A l'inverse, la surexpression de dm induit une augmentation de la
croissance cellulaire et une accélération de la phase G1, qui n’affecte cependant pas la
prolifération cellulaire puisqu’elle est compensée par un allongement de la phase G2
(Johnston et al., 1999). Cela aboutit a une augmentation de la taille des cellules, et a des

mouches adultes présentant une augmentation de taille de 30% (la Cova et al., 2004).

Myc est impliquée dans la régulation de la croissance des tissus, de la prolifération et
de l'apoptose. Elle forme avec la protéine Max des hétérodimeres qui activent la
transcription de leurs génes cible. A 'inverse, lorsque Max interagit avec Mad/Mnt, elle
exerce un rble de répresseur au niveau des mémes cibles, s’opposant ainsi a la fonction de
Myec. L’analyse des sites de fixation de Myc:Max et I’étude du transcriptome de cellules dans
lesquelles dm est dérégulé montrent qu’un grand nombre des cibles transcriptionnelles de
Myc sont impliquées dans la biogenese des ribosomes, la traduction et la régulation du

métabolisme (Orian et al., 2003; Hulf et al., 2005; Grewal et al., 2005).

1.3.2 Régulation de la croissance des organes par la voie

Insuline/TOR

La perception de I'abondance de nutriments dans I'environnement est essentielle
pour adapter la croissance de l'organisme aux ressources disponibles. De plus, chez les
organismes pluricellulaires, la croissance de chaque cellule doit étre coordonnée avec celle

des cellules du méme tissu, et en adéquation avec la croissance du reste de I'organisme,
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grace a une régulation systémique. Ces deux niveaux de régulation de la croissance des
organes font intervenir les voies hautement conservées InR (Insulin Receptor) et TOR (Target

of rapamycin) (Oldham and Hafen, 2003; Grewal, 2009) (Figure 3).

Les mutations affectant la voie TOR chez la drosophile induisent des phénotypes
similaires a ceux observés dans des conditions de privation de nourriture, a savoir une taille
réduite de I'organisme due a une diminution du nombre et de la taille des cellules. C’est le
cas notamment d’alléles hypomorphes de Tor et de s6k (ribosomal protein S6 kinase), une
cible de la voie TOR (Oldham et al., 2000; Montagne et al., 1999). La kinase TOR controle de
facon autonome cellulaire de nombreux processus limitants pour la division et la croissance
cellulaire. Par exemple, TOR régule positivement la biogenese des ribosomes, en favorisant
I'activité de TIF-IA (transcription initiation factor IA), impliquée dans la synthese des ARN
ribosomiques (Grewal et al., 2007) et de S6K (ribosomal protein S6 kinase) (Grewal, 2009).
D’autre part, TOR favorise I'initiation de la traduction en régulant négativement 4E-BP/Thor
(eukaryotic Initiation Factor 4E (elF4E)-binding protein), un inhibiteur de l'initiateur de la
traduction elF4E (Hietakangas and Cohen, 2009). La voie TOR peut étre activée en réponse a
I'abondance de nutriments, en fonction du statut énergétique de la cellule, ou encore par la

voie du récepteur de l'insuline (InR) (De Virgilio and Loewith, 2006).

La voie InR régule la croissance et le métabolisme en fonction de I’état nutritionnel de
I’organisme (Figure 3). Chez la drosophile, le récepteur de I'insuline est activé par liaison des
ILP (insulin-like peptides) circulants, qui sont les orthologues structurels et fonctionnels de
I'insuline et des IGF (insulin growth factor) de mammifére (Brogiolo et al., 2001). L’activation
de InR permet le recrutement de la protéine adaptatrice Chico/IRS (insulin receptor
substrate) et I'activation de la voie PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt (également
appelée PKB pour Protéine kinase B) (Grewal, 2009). Une des cibles de cette voie est le
facteur de transcription FOXO (Forkhead box class O) dont la phosphorylation par Akt
empéche la localisation nucléaire et I'activité transcriptionnelle (Burgering, 2008). Les
facteurs de transcription de la famille FOXO sont conservés au cours de I'évolution, et ils
sont impliqués dans la régulation négative de la croissance, de la prolifération et de la survie
cellulaire, et dans la résistance au stress. Chez D. melanogaster, FOXO promeut notamment
la transcription de 4E-BP (Jinger et al., 2003; Puig et al., 2003), et réprime les génes dm et
dilp2 (Puig and Mattila, 2010).
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Figure 3. La voie Insuline/TOR

A gauche : La voie de l'insuline/TOR (Target of Rapamycin) agit sur des régulateurs de
la synthése protéique tels que Myc et l'inhibiteur de traduction 4E-BP (eukaryotic
Initiation Factor 4E-binding protein).

L'activation du récepteur de l'insuline (InR) par la fixation des ILP (Insulin-like peptides)
meéne a l'activation de la kinase AKT par PI3K (phosphatidyl-inositol 3 kinase). AKT
inhibe le facteur de transcription FOXO, qui régule négativement la croissance,
notamment via la répression de dm et I'activation de 4E-BP. AKT a aussi pour cible le
complexe TSC1/2 (tuberous sclerosis complex 1/2) qui inhibe le régulateur
métabolique TOR. L'activité de TOR est également modulée en réponse a la présence
de nutriments.

TOR promeut la biogenése des ribosomes en activant Myc et TIF-IA (transcription
initiator |A), qui sont impliquées dans la synthése des protéines et ARN ribosomiques.
TOR favorise également la synthése protéique en réprimant 4E-BP.

A droite : La voie Insuline/TOR s'oppose dans la régulation de Myc a la voie Hippo, une
voie qui régule négativement la croissance. (Adapté de Vincent et al., 2013)
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Une diminution d’activation de la voie de signalisation InR, par exemple suite a une
perte de fonction de chico ou a une diminution de I'activité PI3K, induit une diminution de la
taille des mouches (Bohni et al., 1999; Britton et al., 2002). A l'inverse, les mutants du géne
codant PTEN (phosphatase and tensin homolog), un suppresseur de tumeur qui régule

négativement la voie InR, présentent un excés de croissance tissulaire (Gao et al., 2000).

Les voies InR et TOR sont interconnectées a plusieurs niveaux, si bien qu’on les
regroupe parfois sous le nom de voie Insuline/TOR (Figure 3). Par exemple, il a été montré
que la régulation de la biogeneése des ribosomes par TOR est dépendante de Myc, et que dm
est une cible directe de FOXO (Teleman et al., 2008). De plus I’activité de TOR est régulée par
Akt (Hietakangas and Cohen, 2009). Finalement, FOXO converge également avec TOR dans la
régulation de 4E-BP (Teleman et al., 2008). Le réseau d’effecteurs de la voie Insuline/TOR
permet ainsi d’adapter le métabolisme cellulaire et la croissance des tissus a la quantité de

nutriments disponibles au cours du développement.

1.3.3 Controle de la taille finale des tissus par la voie Hippo

Différentes expériences de transplantation et de greffe d’organes ont mis en
évidence |'existence d’une régulation intrinseque de la taille des organes. Par exemple, des
disques imaginaux transplantés dans I'abdomen de femelles adultes continuent de se
développer normalement et s’arrétent de croitre lorsque leur taille finale est atteinte
(Bryant & Simpson 1984). Chez la drosophile, I'induction de cellules polyploides ou une
altération du cycle cellulaire peuvent affecter la taille des cellules de I'aile, sans modifier la
taille finale de I'aile adulte (Santamaria 1983, Weigmann 1997, Neufeld 1998). Une
augmentation de la taille des cellules est compensée par une diminution du nombre de
cellules et inversement, suggérant que la régulation se fait au niveau des dimensions finales
de l'organe ou de la masse de tissu, plutot qu’au niveau du nombre de divisions cellulaires.
Quels sont les mécanismes permettant a l'organe de « sentir » que la taille finale est
atteinte ? Une des voies qui semblent impliquées est la voie Hippo, identifiée lors de cribles

ayant isolé des mutations induisant un excés de croissance (Edgar, 2006).
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Figure 4. La voie Hippo

Au coeur de cette voie se trouvent les kinases Hippo et Warts et leurs cofacteurs
Salvador (Sav) et Mob as tumor suppressor (Mats). Warts inhibe Yorkie (Yki) par
phosphorylation. Dans le noyau, Yki active différents facteurs de transcription tels que
Scalloped (Sd), Mothers against Dpp (Mad), Homothorax (Hth) et Teashirt (Tsh) pour
promouvoir la croissance, la survie et la prolifération cellulaires.

En amont de Hippo et Warts, la voie est régulée par un grand nombre de protéines,
notamment par le complexe Expanded (Ex), Merlin (Mer) et Kibra. L'activité de Ex est
régulée par les cadhérines Fat et Crumbs (Crb).

AJ, jonction adhérente; App, Approximated; BLJ, jonction basolatérale; Dco, Discs
overgrown; Dlg, Discs large; Ds, Dachsous; Ed, Echinoid; Fj, Four-jointed; Jub, Ajuba LIM

protein; Lft, Lowfat; Lgl, Lethal giant larvae; Rassf, Ras-association family; Scrib, Scribble.

(Adapté de Halder and Johnson, 2011)
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La voie Hippo contréle la taille des organes en régulant négativement la croissance
cellulaire, la prolifération et la survie (Figure 4). Les kinases Hippo (Hpo) et Warts (Wts), et
les protéines adaptatrices Salvador (Sav) et Mob as tumor suppressor (Mats), agissent
ensemble pour inactiver Yorkie (Yki) par phosphorylation (Huang et al., 2005). Yki est un
coactivateur transcriptionnel qui, lorsqu'il est activé, est relocalisé dans le noyau ou il
s’associe avec divers facteurs de transcription, dont Scalloped (Sd) et Mad (Oh and Irvine,
2010). Yki promeut ainsi la prolifération, la croissance des tissus et la survie cellulaire en
activant la transcription de genes cibles tels que cycE, dm, le géne anti-apoptotique Diap1
(Tapon et al., 2002) ou encore bantam, un miRNA qui a pour cibles TARNm du géne pro-

apoptotique hid et 'TARNm de mats (Nolo et al., 2006; Zhang and Lai, 2013).

En amont de la voie Hippo se trouvent les activateurs Merlin (Mer), Expanded (Ex) et
Kibra, qui stimulent I'activité de Hpo et Wts (Hamaratoglu et al., 2006; Yu et al., 2010). Ce
sont également des cibles transcriptionnelles directes de Yki, établissant ainsi une boucle de

rétrocontréle négatif de la voie (Hamaratoglu et al., 2006).

La voie Hippo est modulée par différentes protéines impliquées dans les jonctions
cellule-cellule, telles que Ajuba (Jub) et Echinoid (Ed), qui sont présentes au niveau des
jonctions adhérentes (Thakur et al., 2010; Yue et al., 2012). De plus, la localisation apicale et
I'abondance de Ex, essentielles pour le contréle de la voie Hippo, sont régulées par les
cadhérines Fat et Crumbs (Crb), deux protéines impliquées dans la polarité apico-basale des
cellules épithéliales (Bennett and Harvey, 2006; Chen et al., 2010; Ling et al., 2010). Enfin,
une étude récente a montré que les tensions du cytosquelette régulent positivement la
croissance des ailes et 'activité de Yki, grace a l'inhibition de Wts par Jub (Rauskolb et al.,
2014). Ces différents liens de la voie Hippo avec les jonctions cellule-cellule et des acteurs du
cytosquelette d’actine suggerent un role de cette voie de signalisation dans la régulation de
la croissance en réponse a des changements de compression mécanique et d’étirement des

tissus (Irvine and Harvey, 2015).

La voie Hippo est également interconnectée avec les autres voies de régulation de la
croissance. En effet, il a été montré que la voie InR active Yorkie et que la croissance induite
par PI3K requiert Yorkie (StraRburger et al., 2012). De plus, Yki est un activateur

transcriptionnel de akt (Ye et al., 2012) (Figure 3). D’autre part, la voie Hippo interagit avec
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les voies de signalisation des morphogénes Dpp et Wg, essentielles notamment pour la
prolifération et le patterning du disque imaginal d’aile, puisque Mad est I'un des facteurs de
transcription qui est coactivé par Yki (Figure 4), et que wg est l'une des cibles
transcriptionnelles de Yki (Pan, 2010). Enfin, la voie Hippo est également impliquée dans la
régulation de l'activité de Myc, Yki activant la transcription de dm. A l'inverse, un niveau

élevé de Myc réprime I'expression de yki (Neto-Silva et al., 2010).

La prolifération et la croissance au sein d’un tissu sont donc finement régulées au
cours du développement, par un ensemble de voies de signalisation fortement
interconnectées. L'ensemble de ces mécanismes de régulation est nécessaire au maintien de

I’'homéostasie des tissus et a la formation d’organes fonctionnels.

1.4 Survie cellulaire et apoptose

L'apoptose est une mort cellulaire programmée qui exerce un role essentiel au cours
du développement des métazoaires. Elle permet de sculpter les tissus au cours de la
morphogenése en éliminant certaines des cellules qui les composent. Chez la drosophile,
I'apoptose est requise par exemple dans la rotation des organes génitaux males au cours de
la morphogenése (Kuranaga et al., 2011) et pour I’élimination des cellules épithéliales de
I'aile apres I’émergence. Elle est également impliquée dans I’élimination de structures
larvaires, telles que les glandes salivaires, pendant la métamorphose (Denton et al., 2013).
Au-dela de ce role développemental, I'apoptose est impliquée dans I’élimination de cellules
anormales ou dangereuses pour l|‘organisme, par exemple en réponse a un stress

génotoxique.

1.4.1 Les caspases, effecteurs de I'apoptose

L'apoptose est caractérisée par I'activation de caspases (Cysteinyl aspartate cleaving
protease) et par une fragmentation de I’ADN. On distingue les caspases initiatrices qui
présentent un long pro-domaine N-terminal, et qui activent par clivage une autre classe de

caspases, dites effectrices. Le génome de D. melanogaster code sept caspases, dont trois
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possédent un long pro-domaine N-terminal : Dronc (Death regulator Nedd2-like caspase),
Dredd (Death related ced-3/Nedd2-like caspase) et Strica/Dream (Ser/Thr-rich caspase). Les
quatre autres caspases, DrICE (Death related ICE-like caspase), Dcp-1 (Death caspase-1),
Decay (Death executioner caspase related to Apopain/Yama) et Damm (Death associated
molecule related to Mch2 caspase), ont un domaine N-terminal plus court et sont des
caspases effectrices potentielles. Dronc, la caspase initiatrice principale chez D.
melanogaster, posséde un domaine CARD (Caspase activation and recruitment domain) et
est I'orthologue de la Caspase 9 de mammifére. Son activation requiert sa dimérisation et le
recrutement de la protéine adaptatrice Dark (Death-associated APAF-1-related killer) afin de
former un complexe appelé apoptosome, qui permet le recrutement et I'activation des
caspases effectrices (Figure 5). DrICE est la caspase effectrice principale chez la drosophile et

un analogue fonctionnel de la Caspase 3 de mammifere.

1.4.2 Régulation de I'activité des caspases

En absence de signaux pro-apoptotiques, il est primordial d’empécher une activation
inappropriée des caspases afin de garantir la survie des cellules. Les IAP (inhibitor of
apoptosis proteins) DIAP1, DIAP2, Bruce (BIR repeat containing ubiquitin-conjugating
enzyme) et Deterin exercent ce role de garants de la survie cellulaire. Elles sont caractérisées
par la présence d’'un domaine BIR (Baculovirus inhibitory repeat) qui leur permet d’interagir
avec les caspases. DIAP1 est I'lAP qui présente un réle anti-apoptotique majeur chez la
drosophile. En effet, la perte de fonction de diap1 est suffisante pour induire une apoptose
massive dans 'embryon (Wang et al., 1999). DIAP1 possede également un domaine RING qui
lui confere une activité E3 ubiquitine ligase. Elle se lie a Dronc via son domaine BIR et

I'ubiquitinyle, ce qui empéche I'activation de Dronc par Dark (Lee et al., 2011) (Figure 5).

Chez les mammiféres, une voie majeure d’induction d’apoptose est la voie
mitochondriale, ou intrinseque, activée par exemple en réponse a des dommages cellulaires
(stress oxydatif, cassures de I’ADN). Cette voie, qui fait intervenir la famille Bcl-2 (B-cell
lymphoma-2), comporte des membres anti-apoptotiques, ainsi que des membres pro-
apoptotiques qui perméabilisent la membrane mitochondriale. Cela permet le relargage

dans le cytosol d’'un composant essentiel de I'apoptosome, le cytochrome c.
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Figure 5. Les voies de I'apoptose chez D.melanogaster et chez les mammiféres

La régulation de l'apoptose est fortement conservée chez les métazoaires. Ici sont
représentées les voies d'activation de I'apoptose chez Drosophila melanogaster (a gauche)
et chez les mammiferes (a droite). Elles différent principalement par les processus menant
a l'activation des caspases. En effet, la perméabilisation de la mitochondrie et le relargage
de cytochrome c exercent un role prépondérant chez les mammiféres, contrairement a
chez D. melanogaster.

(Adapté de Hay et al., 2004)
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Cependant chez la drosophile, le cytochrome c ne semble pas intervenir dans la
formation de I'apoptosome (Yu et al., 2006). Seuls deux membres de la famille Bcl-2 ont été
identifiés chez D . melanogaster, Buffy et Debcl (Death executioner Bcl-2 homologue), et leur

role dans I'apoptose est peu connu.

L’activation des caspases chez la drosophile est essentiellement médiée par des
antagonistes des IAPs, les protéines RHG (Reaper, Hid, Grim), qui sont les homologues de
Smac/DIABLO et Omi/HtrA2 de mammifére (Figure 5). Les membres principaux de la famille
RHG sont codés par les génes hid, rpr, grim et sickle, organisés en cluster sur le chromosome
lll. Les embryons homozygotes pour la délétion Df(3L)H99 qui découvre ces quatre genes
présentent une forte réduction d’apoptose développementale et meurent au cours de
I'embryogenese (White et al., 1994). Ces facteurs pro-apoptotiques sont capables de lever

I'inhibition des caspases par DIAP1, en interagissant avec son domaine BIR (Chai et al., 2003).

1.4.3 Apoptose régulée par la voie JNK

Il existe également une voie extrinseque de l'apoptose, qui est activée par des
signaux extracellulaires (Figure 5). Chez les mammiféres, elle est initiée par la fixation de
ligands spécifiques, tels que TNFa (tumor necrosis factor a) ou FasL (Fas ligand) a des
récepteurs a domaine de mort (DD pour Death Domain), qui conduit a la formation d’un
complexe DISC (Death-inducing signaling complex) composé de la protéine adaptatrice FADD
(Fas-associated death domain protein) et des caspases activatrices 8 et 10. Chez D.
melanogaster n’ont été identifiés qu’un seul membre de la famille des TNF, Eiger, et un seul
récepteur, Wengen, qui est dépourvu de domaine DD (lgaki et al., 2002; Kanda et al., 2002).
La fixation de Eiger sur son récepteur induit de la mort cellulaire en activant la voie de

réponse au stress JNK (c-Jun N-terminal kinase).

La voie JNK est l'une des trois voies MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
conservées chez les métazoaires, avec la voie ERK et la voie p38. Ces voies regroupent des
Ser/Thr kinases et sont nommées d’aprés les kinases activées en aval de la cascade de
phosphorylation chez les mammiféres. Chez D. melanogaster, une seule JNK a été identifiée :

Basket (Bsk).
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Figure 6. La voie de réponse au stress JNK (c-Jun N-terminal kinase)

La voie JNK controle la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire en réponse a
un grand nombre de signaux intracellulaires, ou extracellulaires suite a la liaison a leurs
récepteurs de différents ligands : Eiger, PVF (platelet vascular factor) et Wg (Wingless).

Ces signaux activent différentent cascades de phosphorylations, qui convergent vers le
cceur de la voie, composé de Hep (Hemipterous), Bsk (Basket) et du dimére Jra/Fra (Jun-
et Fos-related antigens). La phosphatase Puc (Puckered) est un inhibiteur de Bsk, et
constitue un rétrocontrole négatif de la voie puisque puc est une cible transcriptionnelle

de Jra/Fra.

La combinaison des différentes kinases et protéines adaptatrices en amont de Bsk

JNKKK

conferent la spécificité de réponse médiée par cette voie de signalisation.

(Adapté de Igaki 2009)
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L'activation de Bsk résulte de différentes cascades de kinases, qui conférent la
spécificité de la réponse médiée par la voie JNK (Figure 6). Bsk activée phosphoryle le facteur
de transcription Jra (Jun-related antigen) qui s’hétérodimérise alors avec Kayak (Kay),
également appelée Fra (Fos-related antigen). Ces deux protéines constituent le complexe
AP-1 (Adaptator protein complex-1), qui régule un grand nombre de cibles
transcriptionnelles (Igaki, 2009). La voie JNK intervient dans divers processus
développementaux, tels que I'apoptose requise pour la rotation de la plaque génitale ou la
fermeture dorsale de I’'embryon. Elle exerce également un réle dans une grande variété de
processus assurant I’homéostasie des tissus tels que la prolifération induite par I'apoptose,
la régénération suite a des blessures, ou encore la compétition cellulaire qui sera décrite

dans la suite de cette introduction.

1.5 Prolifération et organisation du disque imaginal d’aile:

roles de Dpp et Wg

Pour former un organe correctement proportionné, le contréle de la prolifération
doit étre coordonné avec les processus qui organisent les identités cellulaires du futur
organe au cours du développement. C'est notamment le rbéle des morphogenes
Decapentaplegic (Dpp), un membre de la famille TGF-B (transforming growth factor-B), et
Wingless (Wg), un membre de la famille Wnt, dans disque imaginal d’aile. Ces deux
molécules ont un réle mitogéne puisque la perte de fonction de wg ou de dpp entraine un
défaut de prolifération des cellules du disque d'aile, et que leur expression ectopique induit
une augmentation de tissu alaire (Neumann and Cohen, 1996; Zecca et al., 1995). Mais ces
molécules sont en plus essentielles pour I'organisation des cellules du disque d’aile. Dpp et
Wg agiraient comme des morphogénes, dont les gradients spécifient les types cellulaires au
sein de l'organe, via I'activation de facteurs de transcription distincts en fonction de la
position des cellules par rapport au gradient (Tabata, 2001). Le disque imaginal d’aile est
divisé en compartiments antérieur et postérieur des I'embryogenése (Martin and Morata,
2006), et en compartiments dorsal et ventral au cours du deuxieme stade larvaire. Les
communications cellulaires entre ces différents compartiments organisent et mettent en

place le patterning, c’est a dire les identités des cellules selon leur position dans le disque.
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Figure 7. Voie de signalisation et cibles de Decapentaplegic (Dpp)

(A)

(B)

(C)

Schéma du territoire d'expression de dpp et de ses cibles brk (brinker), sal (spalt)
et omb (optomotor-blind) dans le disque imaginal d'aile. dpp est exprimé le long
de la frontiére entre les compartiments antérieur (A) et postérieur (P).

Un gradient de Dpp se forme vers les bords du disque (E: edge). L'expression de
brk est réprimée par |'activité de la voie Dpp, formant un gradient de Brk inverse a
celui de Dpp. Le niveau de Brk détermine les territoires d'expression de sal et omb
(Schwank and Basler, 2010).

Voie de signalisation Dpp. Le facteur de transcription Mad est phosphorylé suite a
la fixation de Dpp sur son récepteur Thickveins (Tkv). Mad se lie a Medea et
s'accumule dans le noyau ou il réprime la transcription du répresseur brk. Brk et
Mad phosphorylé régulent I'expression des genes cibles de la voie Dpp, tels que
Dad (Daughters against Dpp), omb et spalt. Mad interagit également avec le co-
activateur transcriptionnel Yorkie pour réguler la transcription du miRNA bantam
impliqué dans la croissance. La phosphorylation de Mad est régulée négativement
par Dad (Adapté de Wartlick et al., 2011).

(D) Rapporteurs de I'activité de Dpp dans le disque imaginal d'aile : immunomarquage

de Brinker (en rouge) et Mad (Mothers against Dpp) phosphorylé (en vert) (Image
de Markus Affolter, www.biozentrum.unibas.ch).
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Dpp est spécifiguement produit par les cellules du compartiment antérieur qui
bordent la frontiere antéropostérieure (A/P) du disque (Zecca et al., 1995) (Figure 7A). Ce
ligand sécrété diffuse et forme un gradient de part et d’autre de sa source (Figure 7B). Dpp
exerce ainsi une action a longue distance dans les compartiments antérieur et postérieur. La
fixation de Dpp sur le récepteur Thickveins (Tkv) permet la phosphorylation du facteur de
transcription Mad (Mothers against Dpp), qui interagit aussi avec Yki, donc avec la voie
Hippo (Figure 7C). Mad phosphorylé se lie a Medea afin d’inhiber I'expression du géene
brinker (brk), qui code un répresseur transcriptionnel. Brk participe avec Mad a la régulation
de différents génes cibles de la voie Dpp en fonction de la position des cellules par rapport a
la frontiere A/P (Figure 7B et 7D). Le gradient de Dpp fournit ainsi une information de
position aux cellules du disque d’aile. De maniére intéressante, le role de Dpp dans la
croissance des tissus n’est pas soumis au méme controle. En effet, les cellules du disque
d’aile proliferent de fagon uniforme, et non suivant le gradient de Dpp, suggérant que le role
mitogene de Dpp est indépendant de sa concentration (Schwank et al., 2008). Différents
modeles ont été proposés afin d’expliquer cette énigme (modéle de seuil, présence d’un
gradient d’inhibiteur de Dpp, ou encore influence des forces mécaniques exercées au sein du
tissu). Davantage de validations expérimentales sont donc requises pour pouvoir élucider la
facon dont Dpp induit la prolifération cellulaire dans le disque d’aile (Schwank and Basler,

2010; Restrepo et al., 2014).

Wg est produit le long de la frontiére dorsoventrale du disque d’aile, ainsi qu’autour
de la poche de l'aile, par les cellules qui formeront la marge de l'aile adulte (Figure 8). De
méme que pour Dpp, Wg activerait différents génes cibles de facon concentration-
dépendante, tels que vestigial (vg) ou Distal-less (DIl) (Zecca et al., 1996). Cependant, la taille
et la structure de l'aile adulte semblent peu affectées par une surexpression uniforme de
wg, suggérant que le gradient n’est requis pour la prolifération et le patterning du disque
d’aile (Baena-Lopez et al.,, 2009). De méme, I'expression d’une forme de Wg ancrée a la
membrane plasmique en contexte perte de fonction de wg permet la formation d’une aile
normale, bien que légérement réduite en taille (Alexandre et al., 2014). Les auteurs de cette
étude proposent que les cellules qui se trouvent éloignées du territoire d’expression de wg
du fait de leur prolifération pourraient, par un mécanisme de mémoire, continuer de

répondre a un signal qu’elles auraient recgu plus précocement au cours du développement.
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Figure 8. Voie de signalisation et cibles de Wingless (Wg)

(A) Territoires d'expression de wg dans le disque imaginal de larve de troisieme stade. Wg
est sécrétée par les cellules localisées le long de la frontiére drosoventrale (D/V), et
par les cellules entourant la poche de l'aile. Wg forme un gradient de part et d'autre
de la frontiere D/V. Suivant la concentration de Wg en différentes positions du
gradient, le signal Wg va activer différentes cibles : senseless (Sens, en bleu), distalless
(DI, en rouge), et vestigial (Vg, en vert). (Adapté de Swarup and Verheyen, 2012)

(B) Voie de signalisation de Wg. La fixation de Wg sur son récepteur Frizzled (Fz), et de
son co-récepteur Arrow entraine la répression par Disheveled (Dsh) d'un complexe
multiprotéique impliqué dans la dégradation de la B-caténine Armadillo (Arm). En
absence de Wg, TCF (T-cell factor) agit comme un répresseur transcriptionnel. En
présence de Wg, Arm modifie I'activité de TCF, qui va alors activer ses génes cibles
(Michelson, 2003).
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Decapentaplegic et Wingless sont ainsi des molécules qui coordonnent prolifération
et organisation d’un tissu au cours du développement. Comment ces morphogénes
intégrent-ils les deux processus ? Des mécanismes différents sont probablement mis en jeu,
mais les intermédiaires via lesquels Dpp et Wg contrélent le cycle cellulaire et assurent la

prolifération homogéene dans le disque imaginal d’aile restent a découvrir.
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2 Processus de maintien de '’homeéostasie tissulaire

Un grand nombre de processus de maintien de I’homéostasie tissulaire ont été
décrits, dont certains font intervenir les différents mécanismes de régulation de Ia
prolifération, de la croissance et de la mort cellulaire décrits précédemment. Je détaillerai ici
les processus de compétition cellulaire et de stabilité du développement, qui m’ont

intéressée au cours de ma theése.

2.1 La compétition cellulaire

La survie d’une cellule ne dépend pas seulement de ses propriétés intrinséques, ou de
celles des autres cellules du tissu, mais également d’'une comparaison entre les propriétés de
cette cellule et de celles de ses voisines. Cette idée a été renforcée par I'observation de

phénomeénes de compétition entre les différentes cellules d’un tissu.

2.1.1 Découverte de la compétition cellulaire induite par les

mutations Minute

Le phénomene de compétition cellulaire a été observé pour la premiere fois chez la
drosophile lors de l'induction, dans des disques d’aile, de clones de cellules portant une
mutation Minute (M). Les mutations Minute forment un groupe de plus de 60 mutations
dominantes, létales a I'’état homozygote et qui affectent des génes codant différentes
protéines ribosomiques (Marygold et al., 2007). Les cellules M/+ sont viables dans un
contexte homotypique, et les mouches de ce génotype présentent un faisceau de
phénotypes appelé syndrome « Minute » : retard de développement, taille réduite, soies
courtes et fines, réduction de la viabilité et de la fertilité. Cependant, lorsqu’un clone de
cellules M/+ est induit dans un disque d’aile +/+, ces cellules sont éliminées, et seuls les
clones induits tardivement sont observés dans l'aile adulte. Les cellules M/+ sont donc
soumises a une compétition pour la contribution au tissu d’aile adulte, mais uniguement en
présence de cellules +/+ (Morata and Ripoll, 1975). Ce phénomeéne de compétition cellulaire
est restreint a des cellules du méme compartiment du disque d’aile (Simpson and Morata,

1981).
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Figure 9. Représentations schématiques du phénomeéne de compétition cellulaire

(A)

(B)

Modele d'élimination des cellules perdantes (M/+) par compétition
cellulaire dans un tissu épithélial sauvage. Les cellules gagnantes (WT)
émettent un signal (non identifié) qui entraine I'activation de la voie JNK et
du facteur pro-apoptotique Hid dans les cellules perdantes, entrainant leur
mort par apoptose. La confrontation des deux populations de cellules
entralne également la production d'une isoforme spécifique de la protéine

transmembranaire Fwe (Flower), FweLose, dans les cellules M/+. Les cellules
perdantes expriment dSPARC, codant une protéine sécrétée qui les protége
transitoirement de la mort cellulaire.

Modele d'induction de compétition cellulaire par des cellules "super-
compétitrices" juxtaposées a des cellules sauvages (perdantes). Les super-
compétitrices peuvent présenter une forte activité de Wg (Wingless), de
Myc ou de Yki (Yorkie), un facteur de transcription qui régule I'expression
de dm (codant Myc). Elles peuvent également présenter une diminution
d'activité de la voie Hippo (qui régule négativement Yki).

(de Beco et al., 2012)
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Une analyse de ce mécanisme a été réalisée plus récemment, révélant que les cellules
M/+ soumises a de la compétition cellulaire sont activement éliminées du tissu par apoptose
dépendante de la voie JNK. En effet, les cellules M/+ présentent une fragmentation de
I’ADN, et leur élimination est bloquée par le facteur anti-apoptotique p35 ou lorsqu’elles

portent une mutation du géne codant la JNKK Hep (Moreno et al., 2002).

L'observation de cas de compétition cellulaire chez les mammiféres a montré qu’il
s’agit d’'un phénomeéne conservé au cours de I'évolution. Par exemple, dans des souris
chiméres comportant des cellules mutantes pour Bst (Belly spot and tail), qui code la
protéine ribosomique Rpl24 (Oliver et al., 2004), les cellules Bst/+ entrent en compétition
avec les cellules sauvages voisines, se comportant comme les cellules Minute/+ dans un

contexte sauvage chez D. melanogaster.

2.1.2 Une grande diversité de contextes induisent de la

compétition cellulaire

La compétition cellulaire n’est pas spécifique des mutations Minute. Elle a été
observée par la suite dans différents contextes de juxtaposition de deux populations

cellulaires (Vincent et al., 2013; Amoyel and Bach, 2014).

Dans tous les cas décrits de compétition cellulaire, des cellules de moindre capacité
de prolifération ou de croissance, appelées cellules « perdantes », sont soumises a de
I"apoptose. Cette mort cellulaire est induite de fagon non-autonome par les cellules voisines,
dites cellules « gagnantes » (Figure 9). L’activation de la voie JNK et du gene pro-apoptotique
hid dans les cellules perdantes sont également des étapes détectées dans différents cas de
compétition cellulaire. Cependant, I'activation de la voie JNK ne semble pas indispensable a

tous les cas de compétition cellulaire (la Cova et al., 2004; Rodrigues et al., 2012).

Il a par ailleurs été montré que des cellules sauvages sont soumises a la compétition
cellulaire lorsqu’elles sont juxtaposées a des clones de cellules ou dm est surexprimé (la
Cova et al., 2004). Les cellules présentant une activité de Myc supérieure a celle des cellules
sauvages sont alors qualifiées de « super-compétitrices » (Figure 9). Ceci montre que cette
compétition n’est pas due a un défaut de viabilité des cellules perdantes, mais bien a une

interaction entre deux populations cellulaires ayant des propriétés distinctes.
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Figure 10. Elimination par compétition cellulaire de clones mutants pour dm

PO
Disques imaginaux d'aile dm /+ (GFP+) dans lequel des clones mitotiques ont été
induits par recombinaison grace au systeme MARCM. Le méme événement de
recombinaison conduit a la formation simultanée de clones +/+ (GFP++) et de

PO PO
clones dm (GFP-). 72h apres l'induction des clones, les clones dm sont
beaucoup plus petits que leurs clones fréres en raison de leur élimination du tissu
par compétition cellulaire.

PO
(A-C) Les clones dm présentent une activation de la voie JNK, et I'expression d'un
de ses genes cible, puckered (puc, en rouge), détectée a l'aide d'un
transgéne rapporteur puc-lacZ.

PO

(D-F) Les cellules dm présentent une activation des caspases (en rouge, anticorps
dirigé contre la Caspase 3 activée humaine, Cas3*, qui révele chez D.
melanogaster |'activité de Dronc).

(Moreno and Basler, 2004)
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A l'instar de ce qui est observé pour les clones de cellules Minute/+, un grand nombre
de cas de compétition cellulaire impliquent une différence de biogenese des ribosomes

entre deux populations de cellules.

C’est le cas de clones mutants pour dm, ou de son homologue murin Myc, qui code le
régulateur de la biogenése des ribosomes Myc (Moreno and Basler, 2004; la Cova et al.,
2004; Claveria et al., 2013; Villa del Campo et al., 2014) (Figure 10). De fagon intéressante,
des clones de cellules présentant une diminution d’activité de Yki, qui régule la transcription
de dm, sont éliminés par compétition avec les cellules sauvages voisines (Neto-Silva et al.,
2010). A l'inverse, des cellules présentant une hyperactivation de Yki (via une perte d’activité
de la voie Hippo, par exemple), présentent une augmentation d’activité de Myc et se

comportent comme des super-compétitrices (Tyler et al., 2007; Ziosi et al., 2010) (Figure 9).

De la méme fagon, la compétition cellulaire peut étre induite par des mutations des
génes discs large 1 (dlg1), lethal giant larvae (lgl), scribbled (scrib) et crumbs (crb), qui sont
des régulateurs de la polarité cellulaire et de la voie Hippo (Amoyel and Bach, 2014). Une
implication de Myc n’a été démontrée que dans le cas de mutants de /g/ (Menéndez et al.,

2010), et elle est controversée dans le cas de crb (Hafezi et al., 2012)

Il existe des cas de compétition cellulaire dans lesquels Myc n’est pas impliquée. Ainsi
des clones de cellules présentant une augmentation d’activité de la voie de signalisation Wg
sont capables d’induire I'apoptose des cellules voisines sauvages. Cette compétition
cellulaire n’est pas affectée par des mutations Minute ni par une modification de I'activité de
Myc (Vincent et al., 2011). Des variations d’activité de la voie JAK-STAT induisent également
de la compétition cellulaire, indépendamment de Myc, de Wg et de la biogenése des
ribosomes (Rodrigues et al., 2012). La compétition cellulaire n’est donc pas uniquement liée
au controle de la croissance via la biogenese des ribosomes. De la méme facon, les contextes
génétiques qui affectent la croissance n’induisent pas tous de la compétition cellulaire. Par
exemple, une dérégulation de la voie Insuline (mutants Pten ou InR) altére la croissance des

clones cellulaires mais n’induit pas de compétition cellulaire (Vincent et al., 2013).
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Figure 11. Modéle de la compétition pour un signal de survie et de la
Lose

reconnaissance des cellules perdantes par la présence de Fwe

Modele de la capture d'un signal de survie sécrété. La cellule gagnante (en

bleu) présente une plus grande capacité a capturer un signal de survie sécrété

(SF) que la cellule perdante voisine (en rouge). Cette compétition des deux
Lose
cellules pour le ligand disponible serait a I'origine de la production de Fwe ,

une isoforme spécifique de la protéine transmembranaire Fwe (Flower).
Cette protéine permettrait la reconnaissance et I'élimination de la cellule
perdante par la cellule gagnante par apoptose. La compétition pour le facteur
de survie induirait également la sécrétion de dSparc par la cellule perdante,
ce qui la protegerait transitoirement de la mort.

(Portela et al., 2010)
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2.1.3 Signaux impliqués dans la reconnaissance et

I’élimination des cellules perdantes

Les cellules perdantes sont viables lorsqu’elles ne sont pas en présence de cellules qui
ont une plus grande capacité de prolifération. Cela suggére que la présence des cellules
gagnantes est a I'origine de I’élimination des cellules perdantes. Une hypothese proposée
serait que les cellules gagnantes présenteraient une plus grande capacité de capture d’un
signal de survie sécrété. Du fait de cette compétition pour le signal de survie, les cellules
perdantes seraient alors « privées » de ce facteur sécrété, ce qui conduirait a leur
élimination (Moreno, 2008) (Figure 11). Il a été proposé que ce facteur pourrait étre le
morphogéne Dpp (ou des BMP chez les mammiféeres). Des clones dans lesquels le signal Dpp
est réduit, grace a une surexpression de brk, présentent une activation de la voie JNK et sont
éliminés par apoptose. Une réduction de la réponse au signal Dpp dans des cellules semble
donc étre une condition suffisante pour induire leur élimination par compétition cellulaire
(Moreno et al., 2002). De plus, dans des embryons de souris, des cellules déficientes pour la
voie de signalisation BMP sont éliminées par apoptose (Sancho et al., 2013). Cependant,
I'implication de la signalisation Dpp/BMP dans la compétition cellulaire est controversée,
deux études ayant rapporté une absence de modification du signal Dpp dans des cellules

perdantes M/+ ou mutantes pour dm (la Cova et al., 2004; Martin et al., 2009).

Le phénomeéene de compétition cellulaire implique également que les cellules
gagnantes doivent étre capables de reconnaitre et d’éliminer spécifiquement les cellules
présentant une moindre aptitude a composer le tissu final, mais néanmoins viables.
Différentes études ont cherché a identifier des facteurs spécifiquement produits dans les
cellules perdantes, qui pourraient constituer ce signal de reconnaissance de cellules
suboptimales par les cellules gagnantes. Ces travaux ont permis de montrer que, lors de la
compétition cellulaire induite par Myc, les cellules perdantes produisent des isoformes
spécifiques d’une protéine transmembranaire, Flower (Fwe) (Rhiner et al.,, 2010). La

toseAat Fwe®**® dans des clones

production ectopique de ces deux isoformes, appelées Fwe
cellulaires est suffisante pour induire leur élimination par compétition cellulaire. Fwe
pourrait donc étre impliquée dans la signalisation permettant aux cellules juxtaposées de

comparer leur aptitude a composer le tissu final (Figure 11).
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La méme étude a permis d’identifier une autre protéine produite spécifiguement par
les cellules perdantes: la protéine SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine).
SPARC est une glycoprotéine secrétée de la matrice extracellulaire qui protégerait
transitoirement les cellules perdantes de I'apoptose en inhibant I'activation des caspases
effectrices (Portela et al., 2010). Le r6le de SPARC dans la survie cellulaire semble spécifique

de la compétition cellulaire (Figure 11).

La mort cellulaire induite par la compétition cellulaire est observée a une distance
maximale de 10 cellules par rapport au point de contact entre les deux populations de
cellules. Cette observation est difficile & concilier avec I’hypothése que Fwe'®* constituerait
le seul signal de reconnaissance des cellules perdantes par les cellules gagnantes. Ce modéle
a été actualisé afin de proposer I'existence d’un signal de mort sécrété par les cellules
gagnantes, qui diffuserait a courte distance et serait I'’événement déclencheur de I'apoptose
des cellules perdantes (Levayer and Moreno, 2013). Seules les cellules perdantes seraient

sensible a ce signal, qui reste a identifier.

2.1.4 Quel role pour la compétition cellulaire dans

I’homéostasie des tissus ?

La compétition cellulaire est un phénomeéne conservé au cours de I'évolution. Ce
processus semble généralement utilisé pour comparer les capacités de croissance et de
prolifération des différentes cellules d’un tissu, et pour éliminer les cellules « inaptes » a la

formation de I'organe final.

Il @ été proposé que la compétition cellulaire serait un mécanisme important pour
I’'homéostasie des tissus, permettant une régulation fine de la taille des organes (Moreno et
al., 2002; la Cova et al.,, 2004). Cependant aucune étude ne décrit un effet majeur de
I'inhibition de la compétition cellulaire sur la taille finale des organes (Courgeon et al., 2015).
On peut cependant imaginer un role de la compétition cellulaire dans la régulation fine de la

taille des organes.

Quelques cas physiologique de compétition cellulaire ont été décrits. Il a été montré

Lose

d’une part que Fwe " est nécessaire et suffisante pour la reconnaissance et I'élimination
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des neurones surnuméraires dans les ommatidies de D. melanogaster (Merino et al., 2013).
D’autre part, une étude récente propose un réle de la compétition cellulaire et de Flower
dans la régénération du cerveau de drosophile suite a une lésion, qui permettrait de
favoriser le remplacement des neurones endommagés par de nouvelles cellules (Moreno et
al., 2015). La compétition cellulaire pourrait donc constituer un mécanisme de surveillance

permettant de détecter si une cellule est apte a contribuer a la formation du tissu.

Les cellules super-compétitrices semblent se comporter de facon similaire a des
cellules cancéreuse. Cela a conduit a proposer que les mécanismes de compétition cellulaire
pourraient étre détournés par les cellules tumorales afin de coloniser un tissu sain. A
I'inverse, la compétition cellulaire pourrait étre un mécanisme de protection précoce des
tissus contre des cellules rendues « inaptes » par des mutations qui pourraient favoriser la
cancérisation (Moreno, 2008; Tamori and Deng, 2011; Wagstaff et al., 2013). Ces deux
hypothéses sont renforcées par I'observation d’'une augmentation de SPARC, qui protege
transitoirement les cellules perdantes, a la périphérie de tumeurs cancéreuses humaines.
Dans certains types de tumeur, le niveau de SPARC est augmenté dans les cellules saines
entourant la tumeur, ce qui est en faveur d’un réle de la compétition cellulaire dans la
progression tumorale. Dans d’autres cas de cancer, SPARC est produit par les cellules
cancéreuses en contact avec le tissu sain environnant, ce qui suggére que ces cellules sont
soumises a de la compétition cellulaire (Petrova et al., 2011). Une meilleure connaissance
des mécanismes de compétition cellulaire pourrait améliorer la compréhension de la

progression tumorale, et ouvrir la voie a de nouvelles thérapies anticancéreuses.

La compétition cellulaire est donc un phénomeéne conservé au cours de I'évolution,
impliqué dans la reconnaissance et I’élimination des cellules inaptes a contribuer au tissu, ou
des cellules potentiellement dangereuses pour |'organe, contribuant ainsi a ’lhoméostasie
des tissus. Il serait intéressant de savoir si ce mécanisme joue d’autres réles au cours du

développement.
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Figure 12. Le controle des variations pouvant affecter le développement

Trois types de variations peuvent affecter les organismes au cours de leur
développement : les variations environnementales, les variations génétiques, et les
variations stochastiques des processus développementaux, ou bruit développemental.

La grande reproductibilité des phénotypes des individus au sein d'une population a
poussé les biologistes a postuler I'existence de mécanismes de contréle de ces variations.
Ainsi le terme de canalisation a été proposé pour désigner les mécanismes de controle
des variations d'origine environnementale et génétique, tandis que la stabilité du
développement controle le bruit développemental.

(D'apres Waddington, 1942)
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2.2 Lastabilité du développement

Les mécanismes de maintien de I'homéostasie tissulaire précédemment décrits sont
mis en jeu lorsque le développement est soumis a des contraintes génétiques (mutations ou
Iésions de I’ADN...) ou environnementales (stress, blessures, manque de nutriments...). Mais
un troisieme type de variation peut affecter le développement : le bruit développemental,
c'est-a-dire les variations stochastiques des processus développementaux eux-mémes, dont
I'origine ne peut étre attribuée ni au génotype, ni a I'environnement (Palmer, 1996) (Figure

12).

2.2.1 La stabilité du développement, ou le controle du bruit

développemental

Les organismes présentent une remarquable capacité a résister a ces différents types
de perturbations, et le développement conduit a la formation d’individus au phénotype
« stéréotypé » en dépit des multiples variations qui peuvent I'affecter. Ces observations ont
conduit les biologistes a formuler I'"hypothése de I'existence de mécanismes assurant le

controle des variations pouvant affecter le développement (Waddington, 1942) (Figure 12).

D’une part, le terme de canalisation a été proposé afin de désigner I'ensemble des
processus, sélectionnés au cours de | ‘évolution, assurant un phénotype constant en
contrélant les variations environnementales et génétiques (Waddington, 1942; Debat and
David, 2001). D’autre part, le concept de stabilité du développement désigne les
mécanismes assurant la constance phénotypique dans des conditions génétiques et
environnementales fixées. La stabilité du développement correspond donc au contréle du

bruit développemental (Debat and David, 2001).
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Figure 13. L'asymétrie fluctuante, un estimateur de la stabilité du développement
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les organismes présentant une symétrie bilatérale,

melanogaster, le bruit développemental peut étre estimé, dans des populations
isogéniques élevées dans des conditions standardisées, en comparant les
organes des cotés droit et gauche des individus.
(B) Points de repere de l'aile de drosophile, utilisés pour analyser précisément la
taille et la forme de l'aile par morphométrie gé¢ométrique.

(C) Exemple de distribution des différences (droite - gauche) dans une population ou

le bruit développemental est faible ...

et dans une population ou il est élevé. Les valeurs (droite-gauche) au sein

d'une population suivent une distribution normale. Leur variance au sein de la
population permet de quantifier I'asymétrie fluctuante (AF, fleche rouge).
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2.2.2 L’asymétrie fluctuante, une estimation de la stabilité du

développement dans une population

Chez les organismes bilatériens, la stabilité du développement peut étre estimée a
I’échelle d’une population en mesurant le niveau d’asymétrie fluctuante (AF), c’est-a-dire la

variation intra-individuelle entre les deux cotés des individus (Figure 13).

Méme si les organismes présentent une symétrie bilatérale, de petites variations sont
observables entre les deux c6tés des individus. L'AF est ainsi un type d’asymétrie courant en
biologie, et correspond généralement a des variations de faible amplitude et de direction

aléatoire.

La relation entre stabilité du développement et asymétrie fluctuante repose sur le
postulat que les deux cotés des organismes a symétrie bilatérale sont soumis aux mémes
conditions environnementales et sont controlés par les mémes genes (Palmer, 1994).
Suivant ce postulat, I’AF reflete les erreurs aléatoires survenues au cours du développement,
et aussi la capacité de I'organisme a contrdler ces variations (stabilité du développement). Il
s’agit d’'une propriété importante du développement, qui permet d’assurer la précision de la
morphogeneése et la réplication précise du phénotype sélectionné au cours de I’évolution.
Toute étude de I’AF présuppose également que le phénotype optimal sélectionné au cours
de I'évolution est la symétrie, et que tout écart par rapport a cette symétrie tend a étre
corrigé au cours du développement (Palmer and Strobeck, 1986; Palmer, 1994; Willmore and

Hallgrimsson, 2005).

L'étude de I’AF a connu un grand essor dans les années 1990, popularisée par 'idée
gu’elle pouvait refléter des perturbations du développement par des stress
environnementaux et génétiques. L'AF a été largement utilisée comme un marqueur de
stress, de fitness, jusqu’a des études recherchant une relation entre AF et beauté, quotient
intellectuel, position sociale ou choix de partenaire sexuel. Ces dérives a tendance eugéniste
de l'utilisation de I’AF ont conduit a d’intenses débats et a une discréditation de I'utilisation
de 'AF comme marqueur de phénomenes biologiques (Palmer, 1999; Van Dongen, 2006).
Ces controverses ne justifient pas d’abandonner |'utilisation de I'’AF comme marqueur
biologique, mais exhortent a I'utiliser de maniére raisonnée. Les débats reflétent également

la nécessité d’améliorer la compréhension des mécanismes génétiques qui sous-tendent
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I’AF, et de mener les études avec une grande précision méthodologique (Van Dongen, 2006).
Ainsi, mes travaux de these utilisent uniquement I’AF comme marqueur de la stabilité du
développement, que j'aborde comme une composante de I’homéostasie tissulaire, et cela
afin de mieux comprendre les processus du développement qui assurent la précision de la

morphogenése.

2.2.3 Mesure de 'asymétrie fluctuante

Prenons I'exemple de la mesure d’AF de taille ou de forme des ailes chez Drosophila
melanogaster. Cet organe est particulierement adapté pour des mesures d’AF, du fait de sa
planéité qui facilite la quantification et de la grande reproductibilité du pattern de veines
dans des populations de référence. On peut définir 15 points de référence, ou landmarks,
grace aux intersections entre les veines, les interveines et la marge de l'aile (Figure 13B).
L’acquisition des coordonnées de ces points permet une quantification précise de la taille
centroide et de la forme des ailes, grace a des techniques de morphométrie géométrique

(Klingenberg, 2010).

On peut ainsi mesurer précisément les différences de taille entre I'aile droite et I'aile
gauche des drosophiles (D-G). L'AF se traduit par une distribution normale des valeurs (D-G),
centrée sur zéro. Cette distribution reflete le fait que le phénotype symétrique est le plus
représenté dans la population, et que les variations de taille affectent aléatoirement le coté
droit ou le coté gauche des individus. La variance de la distribution des valeurs (D-G) au sein

de la population estime I'amplitude de I’AF (Figure 13 C,D).

2.2.4 Bases génétiques de la stabilité du développement

Les bases génétiques de la stabilité du développement et les mécanismes impliqués
dans le contréle du bruit développemental sont peu connus. Différentes études a grande
échelle ont été menées dans le but d’identifier des régions du génome impliquées dans la
stabilité du développement chez Drosophila melanogaster (Breuker et al., 2006; Takahashi et

al., 2011). Les auteurs de ces études ont étudié I'effet de délétions découvrant différentes
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régions du génome, a I’état hétérozygote, sur I'asymétrie fluctuante de forme et de taille des
ailes. D’une part, Breuker et ses collaborateurs ont testé 115 délétions de la collection
Exelixis (Harvard) (Breuker et al., 2006). Une analyse de leurs données montre une
augmentation significative de I’AF de taille des ailes pour 18 délétions, jusqu’a une
augmentation d’un facteur 10 par rapport a la moyenne de I'AF des 115 contextes
génétiques étudiés. D’autre part, Takahashi et ses collaborateurs ont testé I'effet de 435
délétions de la collection DrosDel, découvrant 65% du génome de la drosophile. lls ont
identifié 89 délétions affectant faiblement I’AF de forme des ailes (Takahashi et al., 2011).
Mais aucune de ces deux études n’a montré quel(s) gene(s) découvert(s) par ces déficiences

seraient responsables de I'augmentation d’AF.

A ce jour, seuls trois génes ont été clairement impliqués dans la stabilité du
développement chez Drosophila melanogaster: hid (Neto-Silva et al., 2009), CycG (Debat et
al.,, 2011) et dilp8 (Garelli et al., 2012). Les travaux démontrant le réle de CycG dans la

stabilité du développement seront détaillés dans la partie 4.3 de cette introduction.

Comme nous |'avons vu précédemment, hid est un géne pro-apoptotique qui joue un
role clé dans l'induction de la mort cellulaire programmeée. Les mouches portant un allele
mutant de hid (allele non précisé) face a la délétion Df(3L)H99 découvrant les génes de la
famille RHG hid, rpr, grm et sickle, présentent une augmentation significative de I'asymétrie
fluctuante comparée a celle de mouches contréle (Neto-Silva et al., 2009) (Figure 14 A,B). Ce
résultat suggere que I'apoptose induite par les protéines de la famille RHG est impliquée
dans la stabilité du développement de l'aile de drosophile, et dans la régulation fine de la

taille de I'aile.

Le gene dilp8 code un peptide Insuline-like (Insulin-like peptide 8). Il a été identifié
par deux équipes de recherche lors de cribles indépendants visant a identifier des signaux
impliqués dans la coordination entre la croissance des tissus imaginaux et la durée du
développement (Colombani et al., 2012; Garelli et al., 2012). La premiére de ces équipes a
induit un retard de pupaison, en inactivant avalanche ou rpl7 dans les disques imaginaux, et
a observé que l'inactivation de dilp8 par RNAI restaure la durée du développement dans ces

deux contextes (Colombani et al., 2012).
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Figure 14. Les génes RHG (hid reaper grim) et Dilp8 sont impliqués dans la stabilité du
développement

(A) Superposition des ailes droite et gauche d'une drosophile de génotype hid/H99,
oU hid désigne un alléle non précisé du géne hid et H99 désigne la délétion
Df(3L)H99 qui découvre les genes de la famille RHG (hid, reaper, grim).

(B) Ce contexte génétique induit une augmentation de l'asymétrie de taille des ailes
par rapport a un témoin hid/+, suggérant que les génes RHG sont impliqués dans
la régulation fine de la taille des organes via le controle du bruit
développemental (Neto-Silva et al., 2009).

(C) Superposition des ailes droite et gauche d'une drosophile homozygote pour

I'alléle perte de fonction di/p8M’00727, montrant une forte asymétrie.

(D) Ce contexte génétique augmente fortement I'asymétrie fluctuante (FA) d'aire
des ailes par rapport au témoin w. dilp8 semble donc impliqué dans la stabilité
du développement (Garelli et al., 2012).
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La deuxieme équipe a utilisé un systeme d’induction de tumeurs dans les disques
imaginaux d’ceil, et a recherché par microarray des geénes induits par ce systéme et codant
potentiellement des protéines sécrétées. Les auteurs ont observé que Dilp8 est sécrétée
dans I’'hémolymphe par les disques portant des tumeurs (Garelli et al., 2012). Un retard de
développement dépendant de la sécrétion de Dilp8 a ainsi été observé dans différents
contextes de perturbation du développement des disques imaginaux : tumeurs, défaut de
biogenése des ribosomes, ou encore induction d’un stress du réticulum endoplasmique
(Demay et al., 2014). Par ailleurs, cette sécrétion de Dilp8 est dépendante de la voie JNK
(Colombani et al.,, 2012; Demay et al.,, 2014). Dilp8 semble ainsi constituer un signal
systémique qui renseigne I'organisme sur I'état de croissance des organes, et régule la durée
du développement en modulant la production d’ecdysone par la ring gland (Colombani et
al., 2012). Lorsqu’un organe est endommagé, Dilp8 favorise donc sa réparation en
ralentissant le développement, ce qui permet le maintien de I'homéostasie des tissus. De
facon intéressante, en 'absence de lésion des tissus, la perte de fonction de dilp8 induit une
augmentation d’un facteur 6 de I'AF de taille des ailes (Garelli et al., 2012), suggérant que
Dilp8 est impliquée dans la stabilité du développement (Figure 14 C,D). Il est également
intéressant de noter que dilp8 est découvert par 'une des délétions qui avaient donné un

effet fort sur I’AF de taille des ailes lors du crible de (Breuker et al., 2006).

_47_



ON @ ON

Figure 15. Modeéle de la mémaoire cellulaire

Représentation schématique du role des complexes Polycomb (PcG, en rouge)
dans le maintien de I'état réprimé des génes (en gris) et du role des complexes
Trithorax (TrxG, en vert) dans le maintien de |'état activé de I'expression des génes
(en blanc). Ce maintien du profil transcriptionnel au cours des divisions cellulaires
assure la "mémoire" de l'identité des cellules et permet leur différenciation
correcte.

TA : activateur transcriptionnel, TR : répresseur transcriptionnel.

(Grossniklaus and Paro, 2014)
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3 Le maintien des identités cellulaires par les complexes

Polycomb et trithorax

Les organismes pluricellulaires sont composés de différents types de cellules
spécialisées, dont l'identité et la fonction sont déterminées par un profil spécifique
d’expression des genes. L'établissement et le maintien des types cellulaires, au cours du
développement et dans les tissus adultes, sont indispensables a I’'homéostasie des tissus et
au bon fonctionnement de I'organisme. Comment sont maintenues ces identités cellulaires,
ainsi que les profils d’expression des genes qui les définissent, est 'une des questions

fondamentales posées en biologie du développement.

Cette mémoire cellulaire (ou mémoire transcriptionnelle) dépend d'un processus
épigénétique qui fait notamment intervenir les génes des groupes Polycomb et trithorax, des
acteurs clé du maintien de I'expression des génes au cours des divisions cellulaires (Figure

15).

Je commencerai cette partie par un historique de la découverte des génes des
groupes Polycomb et trithorax, suivi d’'une description des protéines codées par ces genes.
Puis je citerai quelques exemples de I'implication de ces protéines dans des processus de

maintien de 'homéostasie des tissus.

3.1 Les genes PcG et trxG sont impliqués dans le maintien de

I'expression des génes

Les genes des groupes Polycomb (PcG) et trithorax (trxG) ont été identifiés a travers
leur réle dans le maintien épigénétique de I'expression des genes Hox au cours du
développement de la drosophile. Ces genes homéotiques codent des facteurs de
transcription a homéoboite qui spécifient I'identité des différents segments du corps le long

de I'axe antéro-postérieur.
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fly, this
segment...

Antennapedia cluster bithorax cluster
A A,
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Figure 16. Représentation schématique des domaines d'expression des génes Hox
de D. melanogaster le long de I'axe antéropostérieur

Centre : Les génes Hox sont organisés en deux clusters (ou complexes),
Antennapedia (qui contient les génes lab, Dfd, Scr et Antp) et Bithorax (qui porte les
genes Ubx, abdA et AbdB).

Le profil d'expression des génes Hox est mis en place au cours de I'embryogenese
(Bas). Il est maintenu au cours du développement afin de déterminer l'identité des
différents segments de I'adulte (Haut). On peut noter la colinéarité entre la position
des génes Hox dans le génome et leur profil d'expression le long de I'axe
antéropostérieur.

(D’apres Sadava et al., 2009)
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Chez D. melanogaster, les génes Hox sont regroupés en deux clusters, localisés sur le
chromosome 3 (Figure 16). Le complexe Bithorax (BX-C) contient les trois génes
homéotiques Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A) et Abdominal-B (Abd-B), qui
spécifient les identités du troisieme segment thoracique (T3) et des segments abdominaux
(A1 a A8). L'analyse génétique détaillée de ce locus, initiée par Edward Lewis (Lewis, 1978),
suivie de son analyse moléculaire, ont permis I'identification de 9 régions cis-régulatrices qui
permettent de réguler finement I’expression de ces trois geénes dans chacun des 9 segments
les plus postérieurs de la drosophile (Maeda and Karch, 2006). Le complexe Antennapedia
(ANT-C) contient les genes labial (lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex combs
reduced (Scr) et Antennapedia (Antp) qui définissent les identités des segments les plus

antérieurs de la drosophile (Scott et al., 1983; Wakimoto and Kaufman, 1981).

Au cours de I'embryogenése précoce de la drosophile, des facteurs de transcription
maternels et zygotiques codés par les genes gap, pair-rule et par les genes de segmentation,
divisent I'embryon en 14 parasegments. Ces différents facteurs de transcription établissent
le profil d’expression des genes Hox le long de I'axe antéro-postérieur de I'embryon (Figure
16). Ce profil est ensuite maintenu apres la disparition des protéines ayant permis sa mise en
place, grace aux genes des groupes PcG et trxG (Kennison, 1995). Les genes PcG sont
impliqués dans le maintien épigénétique de la répression des génes Hox dans les segments
ou ils ne doivent pas étre exprimés, tandis que les genes trxG sont nécessaires au maintien
de I'activation des genes Hox dans les segments dont ils spécifient I'identité. Ainsi chez les
mutants des génes PcG et trxG, I'expression des genes Hox est correctement mise en place
mais n’est pas maintenue au cours du développement. Ceci induit des transformations dites
homéotiques, consistant au changement partiel (ou total) d’identité d’une structure du
corps en une autre structure. Par exemple le gene Ubx spécifie I'identité du segment T3
portant le balancier. Les mutants du gene Polycomb (Pc) présentent une expression
ectopique de Ubx dans le segment T2, qui induit une transformation partielle de I'aile,
portée par ce segment, en balancier. Les transformations homéotiques des mutants PcG et
trxG attestent donc d’un défaut de maintien des identités cellulaires au cours du

développement.
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L’analyse des profils de fixation des protéines PcG et trxG sur I'ensemble du génome
suggere qu’elles sont impliquées dans la régulation de nombreux autres génes (Bracken et
al., 2006; Schwartz et al., 2006; Tolhuis et al., 2006). Parmi ces cibles se trouvent des géenes
codant des facteurs de transcription impliqués dans un grand nombre de processus
développementaux, des genes intervenant dans des voies de signalisation ou des régulateurs
du cycle cellulaire (Oktaba et al., 2008). La grande variété de processus régulés par les génes
PcG et la conservation de leurs cibles attestent de I'importance de ces genes dans le
développement de nombreux organismes (Grossniklaus and Paro, 2014). Par exemple, les
premiers genes PcG identifiés chez Arabidopsis thaliana I'ont été lors de cribles recherchant
des génes impliqués dans différents processus tels que la formation des organes floraux, la

germination ou la vernalisation (Hsieh et al., 2003).

3.2 Les protéines des groupes Polycomb, trithorax et

Enhancers de Trithorax et Polycomb

La classification des genes PcG et trxG, d’abord réalisée d’aprés des criteres
génétiques, a évolué afin d’intégrer la fonction moléculaire des produits de ces génes, ainsi
qgue leur présence au sein de complexes protéiques. En effet, de nombreux produits des
génes PcG et trxG ont été identifiés au sein de complexes multimériques qui fixent Ila
chromatine. Ces complexes protéiques participent au contrdle transcriptionnel de leurs
génes cible, grace a I'apposition et a la lecture de modifications post-traductionnelles des

histones, et au remodelage de la chromatine (Figure 17).

3.2.1 Legroupe Polycomb

Le gene fondateur du groupe, Polycomb (Pc), a été identifié par Edward Lewis comme
un répresseur du complexe BX-C (Lewis, 1978). Pc doit son nom au phénotype homéotique
de peignes sexuels (ou « sex combs ») ectopiques induit par la mutation d’une copie du
géne. Les peignes sexuels sont des structures spécifiques de la premiere paire de pattes des

drosophiles males, portées par le segment T1, dont I'identité est spécifiée par le gene Hox
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Sex combs reduced (Scr) (Struhl, 1982). La perte de fonction du géne Pc induit une
expression ectopique de Scr dans les segments T2 et T3, ou il est normalement réprimé. Ces
segments acquierent donc partiellement une identité de premiére paire de pattes, qui se
traduit chez les males par la présence de peignes sexuels ectopiques sur les deuxieme et

troisieme paires de pattes (portées par les segments T2 et T3).

De nombreux autres génes du groupe PcG ont été identifiés grace a des mutations
induisant des phénotypes homéotiques résultants d’'un défaut de maintien de I’expression
des genes Hox, ou lors de cribles visant a rechercher des modificateurs de ces phénotypes

(Alonso et al., 2007; Duncan, 1982; Dura et al., 1985; Jiirgens, 1985).

L'analyse des mécanismes de répression par les genes PcG a permis d’identifier deux
complexes répresseurs principaux, PRC1 (Polycomb repressive complexe 1) et PRC2,
conservés chez la drosophile, les mammiféeres et les plantes. Le complexe PRC2 de D.
melanogaster regroupe les protéines Enhancer of zeste (E(Z)), Extra sex combs (ESC), et
Suppressor of Zeste 12 (SU(Z)12) (Ng et al., 2000; Tie et al., 2001). ESC et SU(Z)12 sont des
sous-unités de PRC2 essentielles a [l'activité enzymatique de E(Z), une histone
méthyltransférase spécifique de la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27) (Czermin et al., 2002;
Miller et al., 2002). La marque H3K27me3 est spécifique de l'inactivation par les groupes
Polycomb ; elle est liée spécifiquement par le chromodomaine de Polycomb (PC), un
composant du complexe PRC1, ce qui a conduit a proposer un réle de PRC2 dans le
recrutement de PRC1. Ce dernier complexe contient également les protéines Polyhomeotic
(PH), Posterior sex combs (PSC) et dRing/Sex Combs Extra (SCE) (Francis et al., 2001; Kyba
and Brock, 1998; Shao et al., 1999). SCE posséde une activité E3 ubiquitine ligase spécifique
de la lysine 119 de I'histone H2A, et PSC est nécessaire a l'apposition de la marque

H2AK119Ub par SCE.

Le géne PcG calypso code une ubiquitine hydrolase carboxy-terminale, capable de
déubiquitiner spécifiguement H2AK119Ub. Calypso forme avec ASX (Additional sex combs) le
complexe PR-DUB (Polycomb Repressive Deubiquitinase), qui est paradoxalement requis
pour la répression par les PcG (Scheuermann et al., 2010). Cette observation suggére que la
répression par les PcG nécessite une régulation précise du niveau de H2AK119Ub (Gutiérrez

et al., 2012; Scheuermann et al., 2012).
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Figure 17. Représentation schématique des principaux complexes Polycomb et
trithorax de D. melanogaster et de leur mécanisme d'action

(A) Composants du complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2, en rouge)
dont I'activité s'oppose aux protéines trxG (en vert clair).

(B) Composants et fonctions des complexes PRC1 (Polycomb Repressive Complex
1), dRAF (dRING-associated factor) et PR-DUB (Polycomb Repressive
Deubiquitinase), qui s'opposent au complexe de remodelage de la chromatine
SWI/SNF et aux histone lysine methyltransférases TRX et ASH1.

Les membres du groupe PcG sont représentés au-dessus de I'ADN, ceux du groupe
trxG sont en-dessous.

(Adapté de Grossniklaus and Paro, 2014)
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3.2.2 Le groupe trithorax

Les génes du groupe trxG ont été identifiés dans un premier temps car leur mutation
induit des phénotypes similaires a une perte de fonction des geénes Hox (Ingham and Whittle,
1980; Shearn, 1989). Par exemple la perte de fonction d’une copie du géne trithorax (trx)
induit une transformation des segments abdominaux postérieurs vers une identité de
segments abdominaux plus antérieurs, en raison d’'une perte d’expression des genes abd-A
et Abd-B dans ces segments (Ingham and Whittle, 1980). De la méme facon, le défaut
d’expression de Scr dans le segment thoracique T1 induit la transformation partielle de la
premiere paire de pattes vers une identité T2 chez ces mutants, qui est visualisable par une
réduction du nombre de dents des peignes sexuels (Ingham and Whittle, 1980). D’autres
génes trxG ont été identifiés lors de cribles recherchant des suppresseurs des phénotypes
homéotiques des mutants de génes PcG (Kennison and Tamkun, 1988). Ainsi les genes trxG
agissent comme des antagonistes des génes PcG dans le maintien de I'expression des génes

Hox.

De nombreux produits de génes trxG agissent au sein de complexes protéiques
impliqués dans I'activation des genes (Figure 17). Ces complexes hautement conservés au
cours de I'évolution présentent une grande diversité fonctionnelle, qui refléte les
nombreuses étapes requises pour I'activation des génes : décompaction de la chromatine
pour augmenter ['accessibilité des séquences d’ADN, recrutement des facteurs de
transcription, régulation de la processivité de I’ARN polymérase Il (Kingston and Tamkun,

2014).

Certaines protéines du groupe trxG modifient post-traductionnellement les queues N-
terminales des histones. C’'est le cas par exemple de la protéine TRX, présente au sein du
complexe TAC1 (Trithorax Acetylation Complex 1), qui présente une activité histone
méthyltransférase spécifique de la lysine 4 de I'histone H3 (Smith et al., 2004). TRX interagit
avec dCBP (CREB-binding protein), une histone lysine acétyltransférase responsable de la
marque activatrice H3K27ac (Petruk et al., 2001). Les marques H3K4mel et H3K27ac,
apposées par TRX et dCBP respectivement, sont nécessaires a I'inhibition de la répression
par les complexes PcG (Tie et al., 2009, 2014). La protéine trxG ASH1 est également

impliquée dans la méthylation de différents résidus lysine portés par des histones, tels que
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H3K4, H3K9 and H4K20 (Beisel et al., 2002; Tanaka et al., 2007). De plus, ASH1 régulerait
positivement I'activité méthyltransférase de TRX (Byrd and Shearn, 2003). Plusieurs
propositions ont été formulées pour expliquer comment ces différentes modifications
d’histones affectent la transcription. Elles pourraient par exemple modifier la charge des
queues d’histones et diminuer la capacité des nucléosomes a former des structures
compactes, ce qui augmenterait I'accessibilité des séquences d’ADN. Ces modifications
pourraient également créer des sites de liaison de complexes impliqués dans I'activation
transcriptionnelle, ou a I'inverse inhiber la fixation des complexes répresseurs PcG (Kingston

and Tamkun, 2014).

D’autres protéines trxG sont impliquées dans des modifications de la structure de la
chromatine en déplagant les nucléosomes. Ainsi, les protéines Brahma (BRM), Moira (MOR)
et OSA de D. melanogaster sont au cceur d’un complexe homologue au complexe SWI/SNF
de levure (Kal et al., 2000; Papoulas et al., 1998; Tamkun et al., 1992). Ces complexes
augmentent l'accessibilité de ’ADN aux protéines en utilisant I’hydrolyse de I'ATP pour
déplacer les nucléosomes (Kwon et al.,, 1994; Wang et al., 1996). Le complexe Brahma

semble donc impliqué de maniére générale dans la transcription (Armstrong et al., 2002).

Enfin certaines protéines classées dans le groupe trxG interagissent directement avec
la machinerie transcriptionnelle. Parmi ces protéines se trouve KIS, le produit du gene
kismet, identifié lors d’un crible de suppresseurs de Pc (Kennison and Tamkun, 1988). KIS est
un remodeleur de la chromatine qui présente un domaine ATPase et un domaine CHD
(Chromatin helicase DNA-binding). Tout comme BRM, KIS agit de maniére générale dans
I'activation des genes, mais semble plutot impliquée lors de I'étape de I’élongation par I’ARN

polymérase Il (Srinivasan et al., 2005, 2008).

3.2.3 Les Enhancers de Trithorax et Polycomb

La classification des géenes dans les groupes PcG et trxG a été remise en question
lorsque des genes, initialement décrits comme des PcG, ont été identifiés lors de crible de
recherche de suppresseurs de phénotypes Polycomb. Par la suite, il a été proposé de

restreindre les groupes Polycomb et trithorax aux géenes dont le produit a été identifié au
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sein d’'un des complexes protéiques décrits précédemment, tandis qu’une troisieme classe
de génes de mémoire épigénétique, les Enhancers de Polycomb et Trithorax (ETP), serait
définie uniquement sur des critéres d’interactions génétiques. Cette classe des ETP,
hétérogene sur le plan de la fonction moléculaire, regroupe différents types de cofacteurs
des PcG et trxG qui peuvent exercer alternativement des réles dans le maintien de

I’activation ou de la répression des genes.

Cette classification ne résout néanmoins pas le probléeme de la place de protéines
telles que E(Z), qui porte I'activité méthyltransférase du complexe PRC2, et dont la perte de
fonction aggrave des phénotypes de type trithorax. E(Z) a dans un premier temps été classé
dans le groupe des ETP, avant que son appartenance au complexe PRC2 et son activité

enzymatique n’aient été identifiées.

Parmi les ETP se trouvent des genes codant des protéines présentant une activité de
liaison séquence-spécifique de I’ADN telles que DSP1 (Dorsal switch protein 1), TRL
(Trithorax-like ; aussi appelée GAGA factor), PSQ (Pipsqueak), PHO (Pleiohomeotic) et PHO-
like (Figure 18). L’absence de protéines possédant une activité de liaison de I’ADN au sein
des complexes PcG et trxG a conduit a formuler I'hypothése que ces complexes pourraient
étre recrutés sur la chromatine par les protéines DSP1, TRL et PHO (Déjardin et al., 2005). Ce
recrutement a lieu au niveau de séquences régulatrices spécifiques, nommées PRE/TRE
(Polycomb/Trithorax Response Element), qui contiennent une association variable des
séquences de fixation de PHO, PHO-like, TRL et DSP1. Différentes combinaisons d’ETP
pourraient donc permettre le recrutement des complexes PcG ou trxG, participant ainsi au

choix entre activation ou répression des genes cibles (Salvaing et al., 2006) (Figure 18).

D’autres génes ont été intégrés au groupe des ETP d’apres les données génétiques.
C'est le cas des génes corto et Asx (Additionnal sex combs) de D. melanogaster. Le géne
corto code une protéine a chromodomaine (chromatin organization modifier), domaine
protéique impliqué dans la reconnaissance de lysines méthylées qu’on retrouve dans

différents facteurs chromatiniens tels que PC et HP1 (heterochromatin protein 1).
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PRC1

Figure 18. Modéle du recrutement des complexes PcG

Les protéines de la famille des ETP (Enhancer de Polycomb et Trithorax, en orange)
présentant un domaine de liaison de I'ADN se fixent au niveau de leurs séquences
consensus, présentent dans les PRE (Polycomb response element). La combinatoire de
fixation des ETP permettrait le recrutement spécifique des complexes PRC1 (Polycomb
Repressive Complex 1) et PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2), mais également des
complexes TrxG (Trithorax), au niveau de leurs genes cibles.

(Adapté de Grossniklaus and Paro, 2014)
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La perte de fonction de corto aggrave le phénotype trxG induit par un alléle perte de
fonction de osa, mais également le phénotypes de peignes sexuels ectopiques di a la perte
de fonction de génes PcG (Lopez et al., 2001; Kodjabachian et al., 1998). Ces interactions
génétiques suggerent que Corto est impliquée dans le maintien de I'activation de genes par
les protéines trxG et dans le maintien de I'état réprimé par les complexes PcG. De plus, Corto

interagit physiquement avec les ETP DSP1 et TRL (Salvaing et al., 2003, 2006).

La perte de fonction d’Asx chez la drosophile, ou de son homologue murin ASXL2
induit a la fois des phénotypes de type PcG et de trxG (Gildea et al., 2000; Baskind et al.,
2009). Cependant, ASX a été identifié comme un composant essentiel du complexe
Polycomb PR-DUB, impliqué dans la répression dépendante des PcG, mais dont I'activité

enzymatique antagonise celle de la sous-unité SCE de PRC1 (Scheuermann et al., 2010).

Les genes trxG kothalo et skuld codent respectivement Med12 et Med13. Ces
protéines forment avec Cycline C/CDK8 le module kinase du complexe Mediator, un large
complexe a l'interface des activateurs transcriptionnels et de la formation du complexe de
préinitiation de la transcription par ’ARN polymérase Il (Janody et al., 2003). Ces deux genes
ont été initialement identifiés comme des genes trxG lors d’un crible visant a identifier des
suppresseurs du phénotype de peignes sexuels ectopiques induits par Pc (Kennison and
Tamkun, 1988), puis ils ont été trouvé dans un crible recherchant des genes impliqués dans
la répression de Ubx dans le disque d’aile (Alonso et al.,, 2007). Ces génes semblent
impliqués dans la répression ou dans I'activation transcriptionnelle en fonction des cibles, et

peuvent donc étre classés dans le groupe des ETP.

Un probléme soulevé par cette classification est qu’il est difficile d’y trouver une
place pour des génes qui se comportent génétiqguement comme des genes PcG, mais dont le
produit n’a pas été identifié dans les complexes PcG. C'est le cas de cramped (crm) ou de
multi sex combs (mxc). Il sera nécessaire d’améliorer les connaissances concernant la
fonction moléculaire des produits de ces génes, pour déterminer s’ils peuvent étre classés

dans le groupe PcG.
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3.3 Roles des genes PcG et trxG dans ’'homéostasie des tissus

Un nombre important de travaux démontre également un réle des génes PcG dans de
nombreux processus de maintien de I’homéostasie tissulaire. En effet, au-dela des aspects
développementaux, la compréhension du maintien des identités cellulaires au sein de
I'organisme présente un intérét croissant pour les mécanismes de cancérogenese, de

maintien des cellules souches et de régénération.

La dérégulation des génes PcG peut aboutir a la formation de tumeurs, possiblement
via une reprogrammation de l'identité des cellules cancéreuses. Il a par exemple été observé
gue des clones de cellules perte de fonction pour le géne PcG ph dans des disques imaginaux
d'ceil présentent de la surprolifération, des défauts de polarité, et perdent la capacité de se
différencier. Ces cellules se comportent comme des cellules tumorales et envahissent le tissu
sain environnant (Martinez et al., 2009). De plus, de nombreuses cellules cancéreuses
présentent une dérégulation des génes PcG et trxG, souvent associée a une réactivation de
génes tels que les génes Hox. Ces observations sont en faveur de 'idée que la mémoire

cellulaire est affectée dans les cellules tumorales (Mills, 2010).

Par ailleurs, le maintien de '"homéostasie des tissus suite a des dommages ou des
blessures pourrait impliquer un changement d’identité des cellules saines du tissu afin
permettre des processus de régénération et de réparation tissulaire. En effet, des
expériences de fragmentation de disques imaginaux de drosophile, transplantés par la suite
dans des abdomens de femelles adultes, sont capables de se régénérer. Dans certains cas,
un changement d’identité des disques peut étre observé (on parle alors de
transdétermination). Ce phénomene est associé a une dérépression de génes normalement
réprimés par les complexes PcG. Il a été montré que I'activation de la voie JNK dans les
disques fragmentés induit une répression des génes PcG, ce qui permettrait une plasticité du

destin cellulaire (Lee et al., 2005).

Un des processus impliqguant les genes PcG, trxG et ETP est le contréle de la
prolifération et du cycle cellulaire. Ainsi, I'inhibition de Pc dans des cellules S2 résulte en une
altération du profil du cycle cellulaire, avec un allongement des phases G2/M (Martinez and
Cavalli, 2006). Les composants du complexe PRC1 PH, PSC et SU(Z)2 sont aussi impliqués

dans le controle de la croissance et de la prolifération des cellules des disques imaginaux
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(Oktaba et al., 2008). De plus, des mutations de certains genes PcG et trxG entrainent des
défauts de condensation ou de ségrégation des chromosomes lors des mitoses. Les
embryons issus de méres homozygotes mutantes pour ph-p, ou portant un alléle mutant de
Pc, Psc ou Asx, présentent des ponts chromatiniens en anaphase et en télophase, résultant
de défauts de ségrégation des chromatides sceurs (O’Dor et al., 2006). Ces défauts observés
lors de la mitose pourraient étre la conséquence du déroulement incorrect de phases
antérieures du cycle cellulaire. C’est le cas par exemple pour la perte de ph-p, qui conduit a
un raccourcissement spécifique de la phase S du cycle cellulaire (Beck et al.,, 2010).
L'ensemble de ces observations suggére une implication des protéines de mémoire
épigénétique dans le contrdle du cycle cellulaire. Ce réle pourrait en partie s’exercer via la
régulation épigénétique de genes impliqués dans le cycle cellulaire et la prolifération. Par
exemple, CycA est un géne cible des complexes PcG chez la drosophile (Martinez et al.,
2006), et les protéines BRM et E(Z) participent a la régulation transcriptionnelle de Cyclin A
et E chez les vertébrés. D’autre part, on peut envisager une interaction directe entre des
protéines de mémoire épigénétique et des acteurs du cycle cellulaire, a I'instar de BRM, qui

interagit avec Cycline E chez D. melanogaster (Brumby et al., 2002).
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4 Cycline G de Drosophila melanogaster, un acteur du

maintien de 'homéostasie tissulaire

Au cours de ma these, j'ai abordé les processus de maintien de I'homéostasie des
tissus, en étudiant les réles de Cycline G dans ces processus. En effet, Cycline G est impliquée
dans la régulation de la prolifération et de la croissance, dans la stabilité du développement
et dans le maintien des identités cellulaires. Avant de détailler les réles de Cycline G de D.
melanogaster dans ces différents processus, je décrirai ce qui est connu des cyclines de type

G de mammifere.

4.1 Les cyclines de type G de mammaifere

Les mammiferes présentent deux cyclines de type G, Cycline G1 et Cycline G2. Cycline
G1 a d’abord été identifiée chez le rat comme étant I’'homologue de Cigl de la levure S.
pombe, une cycline de type B impliquée dans la régulation des phases G1/S du cycle
cellulaire (Tamura et al., 1993). Par la suite, deux cyclines de type G ont été identifiées chez
les mammiferes, Cycline G1 et Cycline G2. Elles sont fortement conservées chez ’lhomme, la

souris et le rat.

Cycline G2 présente 53% d’identité et 72% de similarité avec Cycline G1, et 49%
d’identité avec Clb-5, une cycline impliquée dans la phase S chez S. cerevisiae (Horne et al.,
1996). Parmi les autres cyclines de mammifere, Cycline G1 et G2 présentent la plus grande
similitude avec Cycline I, une cycline présente dans les tissus différenciés et impliquée dans

la survie cellulaire (Horne et al., 1997).
4.1.1 Régulation de Cycline G1 et G2

L'ARNm de CCNGI1, le gene codant Cycline G1, ne présente pas de variation
d’expression au cours du cycle cellulaire, méme si on peut observer une légéere
augmentation du niveau d’ARNm en fin de phase G1 jusqu’a la fin de la phase G2 dans
certaines lignées cellulaires humaines (Horne et al., 1996). Malgré la présence de Cycline G1
tout au long du cycle cellulaire, il semble que sa quantité est finement régulée. Il a en effet

été observé que Cycline G1 est une protéine tres instable, puisque I'induction de Cycline G1
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endogéne ou exogéne est observée de facon extrémement transitoire (Piscopo and Hinds,
2008). Par ailleurs, des formes polyubiquitinylées de Cycline G1 ont pu étre détectées, et un
traitement des cellules avec des inhibiteurs du protéasome induit une stabilisation du niveau
de Cycline G1 (Liu et al., 2013). Ces données suggerent que le niveau de Cycline G1 est
régulé au niveau post-traductionnel par la voie ubiquitine-protéasome. Or Cycline G1 de
mammifére ne comporte ni séquence PEST ni « cyclin destruction box », les séquences
protéolytiques classiquement impliquées dans la dégradation ubiquitine-dépendante des
cyclines (Tamura et al.,, 1993; Horne et al.,, 1996). De facon intéressante, I'ajout d’une
étiquette en N-terminal de la séquence de Cycline G1 induit une stabilisation de la protéine
et une absence de forme ubiquitinylée. La dégradation de Cycline G1 pourrait donc étre
médiée par I'ajout d’ubiquitine directement sur la premiere méthionine comme cela a été

observé pour d’autres protéines (Li et al., 2009).

D’autre part, il a été montré que I'activité de Cdk2 est nécessaire a la dégradation de
Cycline E pendant la phase S (Clurman et al.,, 1996). Un mécanisme de déstabilisation
similaire peut étre envisagé pour Cycline G1. Ainsi une mutation de la lysine K106 de la cyclin
box de Cycline G1, analogue a un acide aminé de Cycline D1 nécessaire pour 'activation mais
pas pour la liaison des CDK, entraine une stabilisation de la protéine (Piscopo and Hinds,
2008). Ces données suggerent que l'instabilité de Cycline G1 est liée a sa cyclin box et que
Cycline G1 pourrait étre dégradée suite a I'activation d’un partenaire protéique, a ce jour

non identifié.

Contrairement a Cycline G1, Cycline G2 présente un domaine PEST dans sa région C-
terminale. 'ARNm de CCNG2 présente une oscillation au cours du cycle cellulaire dans des
lymphocytes, avec un pic d’expression en phase S, ce qui suggere que son rble est requis
durant cette phase en particulier (Horne et al., 1996, 1997). Cycline G2 présente également
une forte instabilité et tout comme Cycline G1, elle est rapidement dégradée par la voie

ubiquitine-protéasome (Xu et al., 2008).
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4.1.2 Role des Cyclines G1 et G2 au cours du cycle cellulaire

Le role de Cycline G1 au cours du cycle cellulaire est controversé. Ainsi la
surexpression de CCNG1 dans des cellules cancéreuses de cblon induit une augmentation de
la prolifération (Smith et al., 1997). CCNG1 est surexprimé dans de nombreuses cellules
cancéreuses et l'inactivation de CCNG1 par ARN interférent dans ces cellules induit un arrét
de prolifération suggérant un role positif de Cycline G1 dans la régulation du cycle cellulaire
(Skotzko et al., 1995). Malgré un manque de données concernant le mécanisme exact de
cette régulation, des stratégies de thérapie anti-cancéreuses basées sur l'inactivation de
CCNG1 ont été développées, soit en exprimant un dominant négatif délété des séquences N-
terminales de Cycline G1 dans des cancers métastatiques (Gordon and Hall, 2010), soit en
restaurant dans les cancers hépatiques I'expression de mir-122, un micro-ARN spécifique des

hépatocytes ayant pour cible ’ARNm de CCNG1 (Ma et al., 2010).

A l'inverse, la surexpression de CCNG1 dans d’autres types cellulaires inhibe la
prolifération cellulaire et favorise I'apoptose (Liu et al., 2013; Okamoto and Prives, 1999),
suggérant que Cycline G1 exerce également un contrOle négatif du cycle cellulaire. Afin de
mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans ce rble de Cycline G1,
différentes équipes ont recherché ses partenaires protéiques, en s’intéressant en particulier
aux CDK et autres kinases dont Cycline G1 pourrait réguler I'activité. Une analyse par
coimmunoprécipitation dans des extraits cellulaires a montré que Cycline G1 murine peut se
lier a de nombreuses CDK (CDK1, CDK2, CDK4, CDK5 et CDK6) (Piscopo and Hinds, 2008).
D’autre part, Cycline G1 interagit également avec une autre serine-thréonine kinase appelée
GAK, pour Cyclin G-associated kinase (Kanaoka et al., 1997). A ce jour, aucune activité kinase
des complexes Cycline G1/CDK n’a été mise en évidence. Il n’est donc pas démontré que
Cycline G1 exerce un rble dans l'activation de kinases, similaire aux autres cyclines. Une
hypothése serait que Cycline G1 régulerait négativement le cycle cellulaire en empéchant
I'activation de différentes CDK par d’autres cyclines, agissant donc comme un inhibiteur de

CDK (Okamoto and Beach, 1994).
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Figure 19. Modeéle du rdle de Cycline G1 et Cycline G2 dans la régulation négative du cycle
cellulaire par p53

Le suppresseur de tumeur p53 est impliqué dans I'arrét du cycle cellulaire et dans I'induction
d'apoptose suite a l'activation d'oncogénes ou a des dommages a I'ADN. L'interaction de p53
avec Mdm2 (Mouse double minute 2) induit son inactivation et sa dégradation par le
protéasome. L'activation d'oncogenes induit une répression de Mdm2 par ARF, ce qui leve
I'inhibition de p53. Cycline G1 interagit physiquement avec Mdm?2 et PP2A (Protéine phosphatase
2A), et favorise la déphosphorylation de Mdm2 par PP2A. Ainsi on peut imaginer que Cycline G1
participe au contrble négatif de p53 (Okamoto et al.,, 2002). CCNG1 est également une cible
transcriptionnelle de p53, et pourrait ainsi exercer un rétrocontrole négatif de la voie p53
(Okamoto and Beach, 1994).

En cas de lésions de I'ADN suite a des irradiations, la voie ATM (Ataxia telangectasia mutated) est
activée. La kinase ATM phosphoryle H2AX et la kinase Chk2, qui va alors activer p53 en la
phosphorylant. L'activation de p53 par ATM peut également se faire via l'inhibition de Mdm?2 par
phosphorylation. Il a été proposé que Cycline G2 participe a I'arrét du cycle cellulaire et régule
positivement la voie p53 en activant Chk2 (Zimmermann et al., 2012). Par ailleurs, Cycline G2 est
recrutée aux foyers de yH2AX, et participerait a sa déphosphorylation ainsi que celle de Chk2 par
PP2A une fois que les Iésions de I'ADN sont réparées (Naito et al., 2013).
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CCNG2 est sous-exprimé dans des cancers de la thyroide ou de la cavité orale (Ito et
al., 2003; Kim et al., 2004), ce qui suggere que Cycline G2 aurait un réle négatif dans la
prolifération. D’autre part, la surexpression de CCNG2 induit un arrét du cycle cellulaire a la
transition G1/S (Bennin et al., 2002). Il a été montré plus récemment que le domaine C-
terminal de Cycline G2 est nécessaire et suffisant a ce contrble négatif du cycle cellulaire

(Arachchige Don et al., 2006).

Ces travaux montrent donc que les deux Cyclines de type G de mammifére sont
impliquées dans la régulation négative de la progression du cycle cellulaire, et que Cycline

G1 peut également réguler positivement la prolifération, en fonction des types cellulaires.
4.1.3 Role des Cyclines G dans la réponse aux lésions de 'ADN

Différentes études ont montré une implication de Cycline G1 et G2 dans la régulation

négative de la prolifération en réponse a des lésions de I’ADN.

L'activation du suppresseur de tumeur p53 suite a différents types de stress
génotoxiques (irradiation aux rayons gamma, aux UV...) conduit a un arrét du cycle cellulaire
en phase G1 ou G2 et a de la mort cellulaire par apoptose. CCNG1 a été identifié comme une
cible transcriptionnelle directe de p53 (Okamoto and Beach, 1994). Ces résultats ont conduit
a postuler un réle de Cycline G1 dans le controle négatif de la prolifération en réponse a des
dommages de ’ADN. Par ailleurs, des souris mutantes pour CCNG1 sont viables et fertiles,
et ne présentent aucun phénotype particulier a I'exception d’une augmentation de la létalité
suite a une irradiation aux rayons gamma (Kimura et al., 2001). L’analyse de fibroblastes
murins CCNG1-/- montre que la sensibilité aux irradiations est associée a un défaut d’arrét
en phase G2 du cycle cellulaire. Ainsi la mortalité induite par la perte de fonction de CCNG1

pourrait étre due a un défaut d’activation du point de contrdle G2/M.

Par ailleurs, Cycline G1 interagit avec la sous-unité B’y de la phosphatase PP2A
(Okamoto et al., 1996) et stimule son activité de déphosphorylation de Mdm2, une E3
ubiquitine ligase impliquée dans la dégradation de p53 par le protéasome (Okamoto et al.,
2002) (Figure 19). De la méme facon, la kinase associée a Cycline G1, GAK, régule
positivement I'activité de PP2A en phosphorylant sa sous-unité régulatrice B’y en réponse a

des dommages de I’ADN, mais il reste a démontrer si cette activité de GAK est exercée sous
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forme d’un complexe actif avec Cycline G1 (Naito et al., 2012). Cycline G1 exercerait donc,
en association ou non avec GAK, un rétrocontrole négatif sur I'activité de p53, et donc un
controle positif de la prolifération, en favorisant la déstabilisation de p53 par Mdm2. A
I'inverse, une autre étude a décrit un réle de Cycline G1 dans l'induction d’un arrét de
prolifération médié par ARF (alternative reading frame), mais indépendant de p53 (Zhao et
al., 2003). Les auteurs de cette étude proposent que Cycline G1 exercerait des rbles opposés
en fonction de sa concentration. Un niveau élevé de Cycline G1 induirait un arrét du cycle
cellulaire via la formation de complexes Cycline G1/ARF, tandis qu’un niveau plus faible
aurait un effet positif sur la prolifération, médié par son interaction avec PP2A. Le role de

Cycline G1 pourrait également varier en fonction du type cellulaire.

De facon intéressante, des fibroblastes murins CCNG2-/- présentent également une
sensibilité aux irradiations. D’autre part, I'inactivation de CCNG2 par shRNA (short hairpin
RNA) empéche I'arrét du cycle cellulaire en G2/M suite a I'induction de lésions de I’ADN par
la doxorubicine, un inhibiteur de 'ADN Topoisomérase Il (Zimmermann et al.,, 2012). A
I'inverse, la surexpression de CCNG2 induit un arrét a la transition G1/S dépendant de p53
(Arachchige Don et al., 2006) via une activation de la kinase Chk2 (Zimmermann et al., 2012).
Enfin, il a été montré que suite a une irradiation, Cycline G2 est recrutée au niveau des
foyers de H2AX phosphorylé (yH2AX) qui marque les cassures de '’ADN (Naito et al., 2013).
Tout comme Cycline G1, Cycline G2 interagit avec PP2A B’ via le domaine en C-terminal de Ia
cyclin box (Bennin et al., 2002). Cycline G2 semble impliquée dans la déphosphorylation de
YH2AX par PP2A et dans la déphosphorylation de Chk2 suite a la réparation des lésions de
I’ADN. Les auteurs de cette étude proposent que Cycline G2 serait ainsi impliquée dans la
reprise du cycle cellulaire aprés la réparation des lésions de ’ADN (Naito et al., 2013). Ainsi,
tout comme CCNG1, CCNG2 exercerait un role complexe dans l'activation du point de

contréle et dans I'arrét du cycle cellulaire suite a des dommages de I’ADN.

L’'ensemble de ces résultats suggere que Cycline G1 et Cycline G2 seraient impliquées
dans des processus similaires, tels que la régulation négative du cycle cellulaire et
I'activation du point de contréle suite a des stress génotoxiques. Il reste a déterminer s'il
s’agit d’'une redondance des fonctions des cyclines de type G de mammifére, ou si elles
exercent des roles complémentaires, chacune étant spécifique d’un type cellulaire ou d’un

type de stress.
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4.2 Cycline G de Drosophila melanogaster, un régulateur du

cycle cellulaire

4.2.1 Cycline G, homologue des cyclines de type G chez la
drosophile

Le génome de Drosophila melanogaster ne comporte qu’un seul géne codant une
cycline de type G, CycG. Ce gene code pour une protéine de 566 acides aminés, contre 295
et 344 acides aminés pour les Cyclines G1 et G2 humaines, respectivement. La cyclin box de
Cycline G présente 42% et 46% d’identité avec celles des Cyclines G1 et G2 (Salvaing et al.,
2008a). Cycline G différe de ses homologues mammiferes par la présence d’un long domaine
en N-terminal du domaine cycline, qui semble spécifique des diptéres, et en particulier des

mouches vraies (Faradiji et al., 2011).

Tout comme Cycline G2 de mammifere, Cycline G contient un domaine PEST en C-
terminal, suggérant qu’elle pourrait étre dégradée par la voie ubiquitine protéasome. La
guantité de Cycline G aux différentes phases du cycle cellulaire a été analysée dans des
cellules en culture d'origine embryonnaire, les cellules S2, triées par FACS. Cette analyse a
montré que le niveau de Cycline G est constant durant le cycle cellulaire. De plus, aucune
variation de I'ARNm CycG n’a été observée dans ces cellules (Faradji et al., 2011). Ces
observations suggerent que le niveau de Cycline G n’est pas régulé au cours du cycle
cellulaire dans des cellules S2, mais nous ne pouvons pas exclure gqu’il en soit autrement
dans d’autres types cellulaires. Par ailleurs, une analyse bio-informatique de la séquence de
Cycline G a identifié des sites potentiels de phosphorylation, et un traitement d’extraits
cellulaires totaux avec la phosphatase lambda a montré I'existence de formes phosphorylées
de Cycline G (équipe de F. Peronnet, données non publiées). L'activité de Cycline G pourrait

ainsi étre régulée au niveau post-traductionnel.
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Figure 20. Cycline G régule la croissance cellulaire et la prolifération

(A) Durée des différentes phases du cycle cellulaire, issues de comptage de cellules de disque
imaginal d'aile séparées par FACS en fonction de leur contenu en ADN. La surexpression de

AP
CycG allonge la durée des phases G1 et S du cycle cellulaire.
AP
(B) La surexpression de CycG diminue significativement le poids des drosophiles. Test de
student, *p<0,0001 (n=100). Les barres d'erreur représentent la déviation standard.

(C) Les drosophiles surexprimant ubiquitairement CycGAP présentent une taille réduite et des
soies fines (fleche).

(D) L'inactivation de CycG par ARNi augmente la taille moyenne des cellules dans l'aile adulte,
tandis que la surexpression de CycGAP entraine une diminution. Les cellules ont été comptées
pour 20 ailes par génotype, dans trois régions de 256 um? localisées entre les veines 4 et 5.
Test de Mann Whitney, p<0,001.

(E) Modéle : Cycline G pourrait réguler négativement les phases G1 et S du cycle cellulaire en
interagissant avec CDK4/6 et CDK2 (doubles fleches bleues).

(D'apreés Faradji et al., 2011)
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4.2.2 Role de Cycline G au cours du cycle cellulaire

L'inactivation ubiquitaire de CycG par RNAi tout au long du développement de la
drosophile induit une forte létalité, indiquant que CycG est un géne essentiel de Drosophila
melanogaster (Salvaing et al., 2008a). Ce résultat contraste avec la viabilité et la fertilité des

souris KO CCNG1 ou CCNG2 (Zimmermann et al., 2012; Naito et al., 2012).

L'équipe de Frédérique Peronnet a montré que Cycline G de drosophile régule
négativement la croissance cellulaire. En effet, I'inactivation de CycG tout au long du
développement de la drosophile entraine une augmentation significative de la taille des
cellules dans les ailes adultes (Figure 20D). De plus, une analyse des cellules de disque
imaginal d’aile de fin de troisieme stade larvaire a permis d’estimer la durée des différentes
phases du cycle cellulaire, révélant que I'inactivation de CycG rallonge légérement les phases
G1 et S du cycle cellulaire (Figure 20A). Ces données suggérent que Cycline G est un
régulateur négatif de la croissance qui serait impliqué durant les phases G1 et S (Faradji et

al., 2011).

La surexpression ubiquitaire de CycG ne semble avoir aucune conségquence majeure
sur la croissance ou la prolifération cellulaire (équipe de F. Peronnet, données non publiées).
Cependant, la surexpression de CycG délété de la séquence codant le domaine PEST dans le
territoire d’expression de daughterless (da>CycGAP) induit une forte létalité a 25°C (45% pour
les femelles et 72% pour les males), un retard de développement de plus de 24h et une
diminution importante du poids des individus qui arrivent au stade adulte, de 54% pour les
femelles et 63% pour les males (Faradji et al., 2011) (Figure 20B et C). Ces différences de
phénotype entre les mouches présentant une surexpression de CycG ou de CycGAP suggerent
fortement une importance fonctionnelle du domaine PEST dans la régulation de Cycline G.
Afin de mieux comprendre les différences entre ces deux contextes génétiques, il sera
important de déterminer si Cycline G est dégradée par la voie ubiquitine protéasome et si la

délétion du domaine PEST induit une augmentation de la stabilité de la protéine.
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Il est intéressant de noter que la surexpression de CycG* induit une diminution de la
taille des mouches, ce qui indique que ce contexte génétique altére la croissance. L’analyse
des cellules du tissu d’ceil adulte indique que CycG*” induit une diminution de la taille et du
nombre d’ommatidies. Des résultats similaires sont observés dans I’aile adulte, avec une
diminution significative de la taille des cellules (Figure 20D). Dans le disque imaginal d’aile, la
surexpression de CycGAPinduit un allongement de la durée du cycle cellulaire, avec une
augmentation trés importante de la durée des phases G1 et S, ainsi qu’une légeére
augmentation de la durée des phases G2/M (Faradji et al., 2011). D’aprés ces données,
CycGAP ralentit fortement le cycle cellulaire, en agissant principalement sur la durée des

phases G1 et S (Figure 20A et E).

Cycline G de drosophile pourrait donc exercer un réle a linterface entre les
mécanismes de contréle de la prolifération et de la croissance cellulaire. De fagon
intéressante, des analyses d’interaction protéiques par double hybride suggéerent que, a
I'instar de Cycline G1 murine, Cycline G interagit avec CDK1, CDK2, CDK4/6 et CDK5 (Giot et
al., 2003; Stanyon et al., 2004). L'interaction physique de Cycline G avec CDK2 et CDK4/6 a
été confirmée par coimmunoprécipitation (Faradji et al., 2011), ouvrant la possibilité que
Cycline G contréle la croissance et la prolifération en régulant 'activité de ces CDK, par
exemple en les inhibant ou en empéchant leur interaction avec les Cyclines D et E (Figure

20E).

4.2.3 Role de Cycline G dans la réparation des cassures double

brin induites par la recombinaison méiotique

Un allele nul de CycG, CycG™’, a été récemment généré par mutagénése dirigé, en
délétant précisément le locus de CycG par recombinaison homologue (Nagel et al., 2012;
Rong et al., 2002). Cet alléle induit une forte létalité a I'état homozygote (50% de létalité
pour les femelles, 60% pour les males). Les femelles homozygotes qui atteignent le stade
adulte sont stériles, et produisent des embryons ventralisés présentant une fusion des
appendices dorsaux. Une analyse approfondie a montré que ce phénotype était une
conséquence de l'activation anormale d’un point de controle méiotique en présence de

Iésions de I’ADN (Figure 21), via les kinases Mei-41 et DmChk2, les homologues des kinases
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Figure 21. Role de Cycline G dans la réparation des cassures double brin de I'ADN
induites par la recombinaison méiotique

Les cassures double brin sont détectées par le complexe 9-1-1, composé de Rad9 et
BRCA2 (Breast Cancer 2), qui recrute la kinase Mei-41/ATR (Ataxia Telangiectasia
Mutated and Rad3-related).

Mei-41 phosphoryle le variant d'histone H2AV (yH2AV), marquant ainsi les cassures
non réparées. Mei-41 active également la kinase Chk2, responsable de I'activation du
point de contréle méiotique et de l'arrét de la méiose permettant la réparation des
cassures de I'ADN.

Enfin, le complexe 9-1-1 est également impliqué dans le recrutement des enzymes de
réparation Spn-A (spindle-A) et Okra au point de cassure de I'ADN.

Nagel et al.,, 2012 propose un réle précoce de Cycline G dans la réparation des
cassures induites pendant la recombinaison homologue en méiose, en amont de Mei-
41. Cycline G interagit avec le complexe 9-1-1 et avec Spn-A, et pourrait ainsi réguler le
recrutement des enzymes de réparation par le complexe 9-1-1.

(D'apres Nagel et al., 2012)
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ATR (Ataxia Telangiectasia Mutated and Rad3-related) et Chk2 (codée chez la drosophile par
le gene loki). Les femelles mutantes pour CycG présentent une accumulation dans leurs
cellules germinales d’'une forme phosphorylée du variant d’histone H2A (y-H2AV) qui
témoigne d’un défaut de réparation des cassures double brin de 'ADN induites lors de la

recombinaison homologue pendant la méiose (Nagel et al., 2012).

De maniére intéressante, Cycline G interagit physiquement avec BRCA2 et Rad9, deux
composants du complexe 9-1-1 impliqué dans la reconnaissance des cassures double brin et
dans le recrutement des enzymes de réparation telles que Okr et Spn-A (Kooistra et al.,
1997; Staeva-Vieira et al., 2003). De plus, un crible double hybride suggére que Cycline G
interagit également avec Spn-A (Stanyon et al., 2004). L'ensemble de ces données suggere
un role précoce de Cycline G dans la réparation des cassures double brin de I’ADN induites

pendant la recombinaison homologue en méiose, en régulant I'activité du complexe 9-1-1.

Aucun role de Cycline G similaire a celui décrit pour les Cyclines G1 et G2 de
mammifere (Figure 19) n’a été démontré dans la réponse aux lésions de I’ADN dans des
cellules somatiques. Cependant, des résultats préliminaires obtenus dans I'équipe de
Frédérique Peronnet suggerent que la surexpression de CycGAP pourrait favoriser I'apoptose
induite par des irradiations aux rayons X dans des disques imaginaux d'aile de troisieme
stade larvaire (Faradji, 2010), le rapprochant ainsi de ce qui est décrit pour CCNG1 et CCNG2
de mammifere (Okamoto and Prives, 1999; Zimmermann et al.,, 2012). Par ailleurs, une
interaction entre Cycline G et WDB (Widerborst, la sous-unité régulatrice B’ de PP2A) a été
rapportée par deux cribles double-hybride (Giot et al., 2003; Stanyon et al., 2004), suggérant
qgue l'interaction des cyclines de type G avec PP2A B’ est conservée chez la drosophile, et
que Cycline G pourrait également étre impliquée dans la réponse aux lésions de I’ADN dans

les cellules somatiques.

L’'ensemble de ces données suggere que Cycline G de D. melanogaster exercerait des
roles similaires a ceux des cyclines de type G de mammifére, dans la régulation du cycle

cellulaire comme dans la réparation des cassures de I’ADN.
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Figure 22. Cycline G, un acteur de la stabilité du développement

4P
(A) La surexpression ubiquitaire de CycG a l'aide du pilote daughterless (da) peut induire une
asymétrie remarquable des ailes, visible sur ces superpositions des ailes gauche (en rouge) et
droite (en vert) d'un méme individu.

(B,C) Ces graphiques représentent le niveau d'asymétrie fluctuante (FA) de taille et de forme

des ailes (en hachuré) dans des lignées isogénisées. (B) La surexpression de CycGAP(GOF) induit
une forte augmentation de FA de taille et de forme des ailes par rapport au témoin (+/+), chez
les males comme chez les femelles. (C) L'inactivation de CycG par ARNi (LOF) augmente
également la FA de forme des ailes. Ces résultats suggerent que CycG est impliqué dans la
stabilité du développement chez D. melanogaster.

(D'apres Debat et al., 2011)
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4.3 Cycline G, un acteur majeur de la stabilité du

développement

Comme mentionné précédemment, CycG est un des rares génes de D. melanogaster

connus pour jouer un role dans la stabilité du développement.

Des drosophiles surexprimant CycG*" ubiquitairement & I'aide du systéme UAS/Gal4
présentent une forte asymétrie des ailes, visible a I'ceil nu (Figure 22A). Cette étonnante
asymétrie a été analysée en collaboration avec Vincent Debat, spécialiste en morphométrie
géométrique qui travaille actuellement a I'Institut de Systématique, Evolution, Biodiversité
(Muséum National d’Histoire Naturelle, Paris). Il s’agit d’'une augmentation sans précédent
de I'asymétrie fluctuante de taille des ailes, avec une variance augmentée de plus de 30 fois
par rapport au témoin (Debat et al., 2011) (Figure 22B). Une analyse plus récente montre
que la surexpression de CycG entiere induit une augmentation faible mais significative de
I'AF de taille des ailes (Dardalhon-Cuménal et al., en préparation). L’inactivation de CycG par
RNAi n’a pas d’effet sur I’AF de taille des ailes, mais elle induit une augmentation
significative de I’AF de leur forme (Figure 22C), indiquant que CycG exerce un rdle dans la

stabilité du développement.

L’augmentation d’AF induite par la surexpression de CycG*" a été observée dans deux
fonds génétiques différents, et en utilisant différents pilotes (Act, da, sd). De plus, la
surexpression d’autres facteurs contrélant la prolifération ou la croissance (s6k, dm, Cdk4,
CycD) n’entraine pas d’augmentation d’AF. Ces résultats montrent que ce phénotype n’est
pas di a une variabilité du systéeme de surexpression utilisé, et semble spécifique de CycG.
Par ailleurs, cet effet de CycG™ n’est pas spécifique du tissu d’aile. En effet, ce contexte
génétique augmente aussi significativement I’AF de longueur des fémurs, un autre caractere
guantitatif continu. Il est intéressant de noter I'absence de corrélation entre la symétrie des
ailes et des fémurs chez un méme individu, ce qui est cohérent avec le caractere

stochastique du bruit développemental.
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Figure 23. Bases cellulaires de I'asymétrie fluctuante (AF) induite par la
AP
surexpression de CycG

(A) Relation entre la taille des cellules (CS) et le nombre de cellules (N) dans une
méme aile. Chaque point du graphique représente une aile. Les ailes contrdle (+/+,
en gris et noir) présentent une corrélation négative entre ces deux paramétres, qui

AP.
est altérée par la surexpression de CycG  (GOF, en vert).

(B-C) AF de la taille des cellules (B) et du nombre de cellules (C) dans l'aile, dans le
méme échantillon que (A). (B) L'AF de taille des cellules est fortement augmentée par

AP
la surexpression de CycG et par l'inactivation de CycG par ARNi (LOF). L'AF de

AP
nombre de cellules dans l'aile est augmentée par la surexpression de CycG .

(D'apres Debat et al., 2011)
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Afin de mieux comprendre les bases cellulaires de cette AF élevée, le nombre et la
taille des cellules dans l'aile adulte ont été quantifiés (Figure 23). Dans une population de
mouches contrOle, on observe une forte corrélation négative entre ces deux parameétres,
c’est-a-dire que les variations de taille des cellules sont compensées par des variations du
nombre de cellules dans l'aile, permettant une taille des ailes constante. De facon
intéressante, cette corrélation négative est fortement perturbée lorsque CycG*’ est
surexprimé, suggérant qu’une compensation entre le nombre et la taille des cellules
contribue a assurer la stabilité du développement de I'aile. Lorsque CycG*" est surexprimé,
tout comme lorsque CycG est inactivé par RNAI, on observe une augmentation forte de I’AF
de taille des cellules, et un effet moindre sur I’AF du nombre de cellules. De plus I'asymétrie
de taille des ailes est corrélée a I'asymétrie de taille des cellules, pour un méme individu. Il
semble donc que les variations de taille des cellules contribuent majoritairement a

I"'augmentation d’AF de taille des ailes (Debat et al., 2011).

Ainsi la dérégulation de CycG perturbe I’'homéostasie de la formation des organes au
cours du développement, ce qui se traduit notamment par un défaut de la régulation fine de
la taille et de la forme des ailes. L’augmentation d’AF de taille des ailes pourrait provenir
d’un découplage entre croissance et prolifération cellulaire, associée a une augmentation de

la variabilité de croissance cellulaire.

4.4 Cycline G, un partenaire de I'Enhancer de Trithorax et

Polycomb Corto

Une autre particularité de Cycline G est son interaction avec le facteur chromatinien
de la famille des Enhancers de Trithorax et Polycomb Corto. Cycline G a en effet été isolée au
cours d’un crible double-hybride destiné a identifier des partenaires de Corto. Cycline G et
Corto interagissent physiquement via leurs domaines N-terminaux (Salvaing et al., 2008a).
Des immunomarquages de chromosomes polytenes de glandes salivaires de larves de
troisieme stade montrent que Cycline G se lie a la chromatine en de nombreux loci, et
gu’elle partage 30 a 40% de ces sites de fixation avec Corto. Ces résultats suggerent que
I'interaction entre Cycline G et Corto pourrait avoir lieu sur la chromatine (Salvaing et al.,

2008a).
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Figure 24. Cycline G et Corto s’opposent dans la régulation de I’expression du géne Abd-B
dans les épithéliums abdominaux de pupe.

Expression du géne Abd-B dans des épithéliums abdominaux de pupes femelles, visualisée
grace a un rapporteur lacZ (HCJ199) inséré dans les séquences cis-régulatrices du gene.
Marquage [(-galactosidase des épithéliums abdominaux 24h aprés formation de la pupe
(APF) (A) ou 48h APF (B-G).

(A-B) Pupes controles Act::Gald/+; HCJ199/+. Abd-B est exprimé du segment A4 au segment
A7 selon un gradient croissant.

420 420

(C) La mutation corto™" (HCJ199/corto™"), induit une augmentation du marquage dans une
partie du segment A4. Certaines cellules du compartiment postérieur du segment A3
expriment aussi Abd-B (fleches).

(E) Uinactivation de CycG par ARNi (Act::Gal4/+; UAS::dsCycG2/+; HCJ199/+), supprime
I’expression d’Abd-B dans le segment A5 et dans une grande partie du segment A6.

(F) La surexpression de CycG (Act::Gald/+; UAS::CycG/+; HCJ199/+) induit une expansion
antérieure du domaine d’expression de Abd-B.

(G) Lassociation de corto®® et de [linactivation de CycG par ARNi (Act:Gald/+;
UAS::dsCycG2/+; HCJ199/corto”) restaure I'expression normale d’Abd-B. Cependant le
développement des histoblastes est affecté, comme en témoigne la taille augmentée des
noyaux.

(Salvaing et al., 2008b)
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De plus, CycG participe avec corto au controle de I'expression du gene homéotique
Abd-B dans I'épithélium abdominal au cours de la métamorphose. L'expression d’Abd-B a
été analysée dans des épithéliums abdominaux de pupes femelles, en utilisant un rapporteur
lacZ de I'activité des séquences cis-régulatrices d’Abd-B (HCJ99). Dans des pupes controle,
Abd-B est exprimé selon un gradient croissant, du segment abdominal 4 (A4) au segment A7.
Il a été observé que, tandis que la mutation corto® étend le domaine d’expression d’Abd-B,
I'inactivation de CycG par ARNi (Act>dsCycG2) supprime |'’expression d’Abd-B dans le
segment A5 et dans une grande partie du segment A6. Ces résultats suggérent que Corto
agit comme un répresseur d’Abd-B, alors que Cycline G agirait comme un activateur
(Salvaing et al., 2008b) (Figure 24). Cette régulation transcriptionnelle pourrait étre directe
puisque Cycline G et Corto se fixent au niveau du PRE (Polycomb Response Element) iab-7 et
du promoteur d’Adb-B en embryon (Salvaing et al., 2008a). Une hypothése intéressante
serait que Cycline G régulerait I'activité de Corto, par exemple en modifiant son niveau de
phosphorylation. Néanmoins, la perte de fonction de corto ne semble pas modifier le profil
de fixation de Cycline G sur les chromosomes polytenes. Corto n’est donc pas indispensable
au recrutement de Cycline G a la chromatine. Ainsi, la présence de Cycline G sur la
chromatine ne serait pas réduite a un réle de Cycline G dans une modification post-

traductionnelle de Corto.

L'ensemble de ces données suggéere que Cycline G est impliquée dans le contréle de
la transcription par les protéines de mémoire cellulaire. Le réle de Cycline G dans ces

processus reste encore a explorer.
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5 Présentation du projet de these

Lorsque j’ai commencé mon travail de these, il avait été montré que Cycline G de
Drosophila melanogaster régulait négativement la croissance cellulaire et le cycle cellulaire
(Faradji et al., 2011). D’autres études avaient montré que l'activité de Cycline G est
importante pour la stabilité du développement et pour la régulation fine de la taille finale
des organes (Debat et al., 2011). Par ailleurs, Cycline G participerait a la régulation
transcriptionnelle en interagissant avec des facteurs chromatiniens qui maintiennent la
mémoire épigénétique de I'expression des génes au cours des divisions cellulaires (Salvaing
et al., 2008a, 2008b). Ainsi Cycline G exercerait des réles divers qui convergeraient vers un

role général dans la régulation de I’homéostasie des tissus.

Mes travaux de these visent a améliorer la compréhension du role de Cycline G dans
le maintien de I'homéostasie du développement. Pour cela, I'objectif de ma thése était
double. Il s’agissait dans un premier temps d’éclaircir le réle de Cycline G dans le contrdle
épigénétique de la transcription par les protéines des groupes Polycomb (PcG), Trithorax
(trxG) et ETP. J'ai ainsi montré que Cycline G interagit avec un autre membre du groupe des
ETP, ASX (Additional sex combs). L'analyse des interactions génétiques entre CycG et des
génes des groupes PcG, trxG et ETP montre que Cycline G participe avec ces protéines
chromatiniennes a la régulation de I'expression des génes homéotiques Scr et Ubx. Cycline G
semble exercer alternativement un réle dans I'activation et dans la répression des génes, a
I'instar des protéines du groupe ETP. Ces résultats seront présentés dans la Partie 1 du

chapitre Résultats.

Par ailleurs, je me suis intéressée au role de Cycline G dans le contréle du bruit
développemental, et a I'asymétrie fluctuante (AF) accrue induite par la surexpression de
CycGAP. Ce phénotype reflete une perturbation de la stabilité du développement, mais les
processus cellulaires sous-jacents sont peu connus. Afin d’identifier de nouveaux génes
impliqués dans le contréle du bruit développemental, j'ai recherché par une approche par
génes candidats des modificateurs de I’AF induite par la surexpression de CycGAP. Les
résultats obtenus, présentés dans la Partie 2, suggérent que des genes impliqués dans des
processus tels que la régulation de la prolifération, de la croissance, de la survie et le

maintien des identités cellulaires seraient également requis pour le contr6le du bruit
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développemental. Parmi les génes identifiés lors de ce crible se trouvaient différents acteurs
de la compétition cellulaire, un mécanisme via lequel des cellules entrainent I'apoptose de
cellules voisines de moindre capacité proliférative, et qui intervient dans les processus de
cancérisation. Les roles de la compétition cellulaire au cours du développement sont peu
connus. Les résultats obtenus par la recherche de modificateurs de I’AF induite par CycGAP
suggerent que la compétition cellulaire pourrait participer au controle du bruit
développemental. J’ai donc débuté une série d’expériences visant a mieux comprendre les
liens potentiels entre Cycline G, stabilité du développement et compétition cellulaire. Les

résultats préliminaires de cette étude seront présentés dans la Partie 3.
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I RESULTATS

1 Cycline G et le maintien des identités cellulaires au cours

du développement
1.1 Présentation de I'article

Au début de ma thése, un ensemble de données suggéraient que Cycline G de
Drosophila melanogaster était impliquée dans le contréle de la transcription par les
protéines de mémoire cellulaire. Les travaux précédents avaient notamment montré que
Cycline G était présente sur la chromatine de glandes salivaires larvaires, ou elle colocalise
en plusieurs sites avec I'Enhancer de Trithorax et Polycomb (ETP) Corto et la protéine du
groupe Polycomb PH. De plus, Cycline G interagit physiguement avec Corto, et ces deux
protéines participent ensemble a la régulation de I'expression du geéne Hox Abd-B (Salvaing
et al., 2008a, 2008b). Par ailleurs, un crible double hybride réalisé dans le laboratoire de
Hugh Brock (Dietrich et al., 2001) avait montré une interaction entre Cycline G et ASX, un
autre membre de la famille des ETP. Dans une premiére partie de mon travail de thése, jai
donc analysé les relations de Cycline G avec les protéines assurant le maintien épigénétique

de I'expression des genes au cours du développement.

J'ai dans un premier temps confirmé I'interaction physique entre Cycline G et ASX par
coimmunoprécipitation, en cellules S2 exprimant des formes étiquetées des deux protéines,
mais également in vivo dans des larves L3 exprimant Myc-CycG. Ces interactions de Cycline G
avec deux membres du groupe des ETP renforcent I'idée de I’existence des liens étroits entre
Cycline G et les mécanismes de maintien des identités cellulaires par les complexes
Polycomb (PcG) et trithorax (trxG). Afin d’explorer ces liens, j'ai mené une étude des
interactions entre CycG et des genes des groupes PcG (Pc, ph, E(z), esc, mxc, crm), trxG
(ash1, brm, trx) et ETP (Asx, corto, dspl). L'ensemble des données obtenues lors de cette
étude a montré que la surexpression ubiquitaire de CycG* supprime des transformations
homéotiques de mutants PcG et augmente des transformations de mutants trxG, tandis que
I'inactivation de CycG par ARNi a des effets opposés. Jai ensuite réalisé des

immunomarquages de disques imaginaux de larve de fin de troisieme stade, qui ont montré
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gue ces changements phénotypiques sont corrélés a une modification du profil des
protéines SCR et UBX. Ensemble, ces données suggerent un réle de CycG dans la répression
des génes homéotiques Scr et Ubx au cours du développement. Dans ce contexte, CycG se

comporte donc génétiquement comme un répresseur de type Polycomb.

Par ailleurs, nous avons observé que Cycline G est présente majoritairement au
niveau des interbandes de DAPI, riches en genes activement transcrits, sur les chromosomes
polyténes de glandes salivaires larvaires. De plus, Cycline G co-localise en de nombreux sites
avec I'’ARN Polymérase Il phosphorylée sur la sérine 2 de son domaine C-terminal, une forme
généralement associée a |I'élongation de la transcription. Ainsi, la fixation de Cycline G sur la
chromatine semble préférentiellement couplée a un état transcriptionnel actif. Ceci est en
accord avec le rble de CycG comme activateur du gene Abd-B, décrit lors de travaux

antérieurs (Salvaing et al., 2008b).

L'ensemble de ces résultats suggére donc que CycG pourrait se comporter
alternativement comme un activateur ou un répresseur, en fonction de la cible
transcriptionnelle, du type cellulaire ou du stade développemental. CycG exercerait ainsi un
role similaire a celui d’'un ETP dans le maintien des identités cellulaires au cours du

développement.
Ces données ont été publiées dans I'article suivant :

Dupont, C.A., Dardalhon-Cuménal, D., Kyba, M., Brock, H.W., Randsholt, N.B., and
Peronnet, F. (2015) Drosophila Cyclin G and epigenetic maintenance of gene expression

during development. Epigenetics & Chromatin, 8, 18.

1.2  Article: Drosophila Cyclin G and epigenetic maintenance of

gene expression during development
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2 Cycline G, homéostasie tissulaire et stabilité du

développement

Nous avons vu que CycG est impliqué dans la stabilité du développement, qui désigne
I’ensemble des mécanismes qui assurent le contréle des variations stochastiques pouvant
affecter les processsus développementaux, autrement dit les mécanismes contrélant le bruit
développemental. La surexpression de CycG™ induit une forte asymétrie fluctuante,
particulierement remarquable au niveau des ailes (Debat et al., 2011). Ce phénotype refléte
une augmentation du bruit développemental et traduit une altération des mécanismes de
régulation fine de la taille des organes, notamment un défaut de compensation entre le
nombre et la taille des cellules dans l'aile. Afin de mieux comprendre cet effet de la
surexpression de CycGAPet son réle dans le maintien de I’homéostasie des tissus, nous avons
réalisé plusieurs cribles visant a identifier les génes impliqués dans la stabilité du

développement.

2.1 Bases génétiques de la stabilité du développement

Deux cribles a grande échelle précédemment publiés ont révélé que la délétion de
certaines régions du génome peut affecter la stabilité du développement, perturbant soit la
symétrie de taille, soit la symétrie de forme des ailes (Breuker et al., 2006; Takahashi et al.,
2011). Ces cribles n’ont cependant pas mené a l'identification de génes impliqués dans cette
perte de symétrie. La surexpression de CycG*’ fournit un contexte génétique qui affecte
fortement la stabilité du développement. Nous avons tiré parti de ce contexte
potentiellement plus adapté a révéler des perturbations de la stabilité du développement
afin d’identifier de nouveaux genes impliqués dans le controle du bruit développemental.
Nous avons pour cela recherché des modificateurs (enhancers ou suppresseurs) du
phénotype d’AF élevée de la taille des ailes induit par la surexpression de CycG*", au cours

de cribles par géne candidat d’une part, et d’un crible a I’échelle du génome d’autre part.

Je décrirai dans un premier temps |I'approche par genes candidats, qui a fait I'objet de
mon travail de these, et les résultats obtenus grace a cette approche. Puis je présenterai le

crible a I’échelle du génome, dans lequel j’ai été impliquée durant la phase de mise au point.
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2.1.1 Crible de recherche de genes impliqués dans la stabilité

du développement par genes candidats

Au cours de ce crible par genes candidats, nous avons testé l'implication dans la
stabilité du développement d'acteurs de ’lhoméostasie des tissus, présentés en introduction.
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a des génes des groupes PcG, trxG et
ETP impliqués dans le maintien des identités cellulaires. Puis nous avons étudié des genes
qui contrélent la prolifération cellulaire et I'organisation du disque imginal d’aile (wg et dpp),
ainsi que des génes qui contrélent la croissance (dm, des génes des voies Hippo et
Insuline/TOR). Enfin, nous avons testé les génes déja connus pour étre impliqués dans la
stabilité du développement dilp8 et Hid, ainsi que des génes impliqués dans un processus de

maintien de I'homéostasie tissulaire : la compétition cellulaire.

e Mode opératoire du crible

Ce crible consiste a comparer I'AF de plusieurs populations de mouches élevées
strictement dans les mémes conditions : des mouches témoins de la souche de référence
w8 des mouches hétérozygotes pour une mutation (ou un variant) d'un géne candidat,
des mouches surexprimant CycG*", et des mouches associant surexpression de CycG*’ et la
mutation (ou le variant) du gene candidat. D'un co6té, des femelles portant la mutation

111
8 Dans les cas de

d’intérét ont été croisées avec des males de la souche de référence w
surexpression et d’inactivation de génes candidats par ARNi, les femelles ont été croisées
avec des males apportant le pilote ubiquitaire da::Gal4 dans le fond génétique de référence.
Les génes candidats, ainsi que les alléles et différents outils de dérégulation utilisés lors de
ce crible sont présentés dans les Tableaux 1 3 4. Afin de surexprimer CycG**, nous avons
utilisé un chromosome recombinant, noté CycG GOF, qui porte les transgenes da::Gal4 et
UAS::CycG*" dans le fond génétique de référence. Pour tester I'effet de chaque mutation

d’intérét sur I’AF induite par CycG*?, nous avons croisé des femelles portant cette mutation

avec des males CycG GOF.
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Géne Allgle/ARNi | Classe de mutation Mutagéne Lignée Mature de la lésion Référence
ashl ash1[B1] hypomorphe BL 5045 Gindhart and Kaufman, 1995
® brm brm[2] amorphe EMS BL 3619 Tamkun et al., 1992
£ kis kis[1] perte de fonction EMS BL431 Daubresse et al., 1999
osa osaf308] perte de fonction EMS BL 5949 Treisman et al., 1997
trx trx[E2] amorphe Rayonsy BL 3621 Kennison and Tamkun, 1938
esc escf21] amorphe EMS BL 3623 Mutation ponctuelle S301F Gindhart and Kaufman, 1995
E(z) E(z){63] amorphe EMS Mutation ponctuelle M11 qui élimine le codon Carrington and Jones, 1996
) d'initiation de la traduction
v Pc Pc[1] amorphe Rayons X BL1728 Capdevila et al., 1986
& ph-p ph-p[410]  |perte de fonction Rayons X BL 5813 Inversion dans la répétition proximale de ph Dura et al., 1987
Psc Pscf1] hypomorphe EMS BL 4200 Jirgens, 1985
Scm Scm[D1] amorphe Rayons X BL 2406 Décalage du cadre de lecture entrainant la délétion  |Breen and Duncan, 1986
du domaine SPM
corto cortof420] |amorphe Excision élément P - compléte Kodjabachian et al., 1998
cortofl1] perte de fonction EMS BL 4788 Rougeot et al., 2013
crm crm|7] perte de fonction Rayons X BL 4281 Shannon et al., 1972
Dsp1 Dspif1] perte de fonction  |Excision élément P Rétention de 17bp de la séquence de I'élément P et  |Mosrin-Huaman et al., 1998
] délétion de I'ORF de Dsp1 jusqu'a la position +4346
mxc mxc[G46] hypomaorphe EMS BL32114 Mutation ponctuelle Q1643 @ Santamaria and Randsholt,
1995
T Trif13¢] hypomorphe Insertion élément P |BL 58473 Insertion de P{bluetail} dans le premier intron Farkas et al., 1994

Tableau 1. Alléles de génes des groupes Polycomb (PcG), trithorax (trxG) et Enhancer de Polycomb et Trithorax (ETP) utilisés lors du crible de recherche de génes impliqués dans
la stabilité du développement par génes candidats.
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Dans le but de réduire les variations environnementales pouvant affecter le
développement, les croisements ont été réalisés dans des conditions standardisées. Les
croisements ont été réalisés en 5 répliquats, en utilisant 6 femelles et 5 méales dgés de 2 a 4
jours. Les croisements ont été réalisés a 25°C, et les parents ont été transvasés dans un
nouveau tube tous les deux jours afin d’éviter la surpopulation. Les descendants de ces
croisements, portant la mutation d’intérét a I'état hétérozygote, seule ou associée a CycG

GOF, ont été collectés.

Les ailes d’'un échantillon de 30 femelles, sélectionnées au hasard dans cette
descendance, ont été montées entre lame et lamelle par Valérie Ribeiro, technicienne de
I’équipe. Les lames ont été scannées de maniére automatisée a l'aide d'un Nanozoomer
(Hammamatsu). La longueur de chaque aile est évaluée en mesurant la distance séparant la
jonction entre les veines longitudinales L4 et L5, et la jonction entre la veine L3 et la marge
de l'aile, c'est-a-dire la distance entre les points de repéres 3 et 13 (Figure 13B) a I'aide du
logiciel Imagel. Pour chaque série expérimentale, les ailes sont mesurées deux fois par le
méme expérimentateur afin d'estimer I'erreur de mesure. L'AF de longueur des ailes a
ensuite été analysée en collaboration avec Vincent Debat (MNHN, Paris). La significativité

des résultats a été évaluée par des tests F de comparaison de variance.
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Figure 25. Effet de mutations de génes du groupe trithorax sur I'asymétrie fluctuante de taille
des ailes. Deux séries expérimentales sont présentées avec leurs contréles w (en bleu) et CycG

AP
GOF (da>CycG , en violet). *p<0,05, Test F.
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Figure 26. Effet de mutations de genes du groupe Polycomb, codant des composants du

4P
complexe PRC1, sur l'asymétrie fluctuante de taille des ailes. CycG GOF : da>CycG .
*p<0,05, Test F.
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e Genes des groupes PcG, trxG et ETP impliqués dans le maintien des identités cellulaires

Nous avons montré une implication de CycG dans le maintien des identités cellulaires
en interaction avec les génes des groupes PcG, trxG et ETP. Ces génes régulent I'expression
d’un grand nombre de génes cibles, qui sont impliqués dans des processus variés. On peut
donc poser I'hypothese que Cycline G pourrait également interagir avec les genes de
mémoire cellulaire dans la régulation de geénes impliqués dans la stabilité du
développement. Nous avons testé si la perte de fonction de genes des groupes PcG, trxG et

ETP modifie le phénotype d’AF élevée induit par la surexpression de CycG*’.

Nous avons dans un premier recherché si des mutations perte de fonction de génes
du groupe trxG (ash1, kis, trx, osa et brm) (Tableau 1) avaient un effet sur 'amplitude de I'AF

1118. Aucune des mutations testées

de taille des ailes par comparaison avec un témoin w
n’affecte I’AF a [I'état hétérozygote (Figure 25). Cependant, en association avec la
surexpression de CycGAP, la perte de fonction de trx, ainsi que celle de brm (alléles amorphes
trx? et brm?), qui codent des composants des complexes TAC1 et SWI/SNF, augmentent
significativement le phénotype d’AF élevée associé a la surexpression de CycGAP (Figure 25).
Ces résultats suggerent que ces facteurs qui assurent le maintien de I’état activé des genes

sont impliqués dans la stabilité du développement, et donc dans des processus contrélant le

bruit développemental.

Nous avons testé si des alleles perte de fonction de génes du groupe PcG codant des
composants du complexe PRC1 (PC, PSC, PH et SCM) avaient un effet sur I’AF, seul ou en
association avec la surexpression de CycGAP (Tableau 1). Alors qu’aucun des alleéles testés
n’affecte I’AF a I'état hétérozygote, tous a I'exception de Psc’ augmentent fortement I’AF en
association avec CycG*" (Figure 26), suggérant que le complexe PRC1 est impliqué dans la
stabilité du développement. A l'inverse, des alleles amorphes de E(z) et esc, qui codent deux
protéines du complexe PRC2, n‘ont pas d’effet sur I’AF de taille des ailes, seuls ou en

association avec la surexpression de CycGAP (Figure 27).
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Asymétrle fluctuante de tallle des alles

Figure 27. Effet de mutations de génes du groupe Polycomb codant des sous-unités du
complexe PRC2 sur I'asymétrie fluctuante de taille des ailes. Deux séries expérimentales

AP
sont présentées avec leurs controles w (en bleu) et CycG GOF (da>CycG

en violet).
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Figure 28. Effet de mutations de génes du groupe ETP sur I'asymétrie fluctuante de taille des
ailes. Seux séries expérimentales sont présentées avec leurs controles w (en bleu) et CycG

AP
GOF (da>CycG ,

en violet). *p<0,05, Test F.
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Enfin nous avons analysé |'effet de mutations perte de fonction de différents genes
du groupe ETP (mxc, Dsp1, crm, corto et Trl) sur 'AF induite par CycG™ (Tableau 1). Les
résultats présentés dans la Figure 28 suggerent que CRM et DSP1, une protéine
potentiellement impliquée dans le recrutement des complexes PcG et TrxG au niveau de
leurs génes cible grace a son domaine de liaison a ’ADN, pourraient étre importantes pour le

controle du bruit développemental.

Ces résultats, dont une partie sera sera intégrée a une publication (Dardalhon-
Cuménal et al., en préparation), suggerent que le complexe Polycomb PRC1 et les complexes
Trithorax contenant TRX et BRM seraient importants pour assurer la stabilité du
développement. On peut émettre I’hypothése que parmi les nombreux genes cibles de ces

complexes, se trouveraient des genes impliqués dans le controle du bruit développemental.
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. . . Classe de . . .. s
Géne AllelefARNi . Mutagéne Lignée Mature de la lésion Référence
mutation
5 - dilp8 |dilps[MI00727]  |perte de fonction |Insertion Mi{MIC}  [BL 33073 Insertion de Mi{MIC} dans le premier intron  |Garelli et al., 2012
M . m génes |Df{3L)H53 amorphe Rayons y BL 1576 Déletion 75C1-75C2 Abbott and Lengyel, 1991
W m g RHG hid[MI06452] Insertion Mi{MIC} |BL 43065 Insertion de Mi{MIC} dans le premier intron Venken et al., 2011
m m. hid[05014] amorphe Insertion élément P ) Insertion de P{PZ} dans la séquence codante, |Grether et al., 1995
entre les codons 105 et 106
dpp |dpp[5] Rayons X BL 2071 Délétion gui affecte les séquences régulant |5t Johnston et al., 1990
I'expression de dpp dans les disques
m dpp[12] hypomorphe Rayons X BL 2070 Délétion qui affecte les régions 3' UTR St Johnston et al., 1990
‘mu contrélant I'expression de dpp dans les
m. disques imaginaux
m dpp[10638] Insertion élément P|BL 12379 Insertion de P{PZ} dans région 5' UTR Karpen and Spradling, 1952
wg wg[l-8] amorphe EMS BL 5351 van den Heuvel et al., 1993
wg[l-17] amorphe Rayons X BL 2980 Délétion de 2,7kb qui enléve le premier exon |van den Heuvel et al., 1993

Tableau 2. Alléles des génes impligués dans la stabilité du développement, et des morphogénes dpp et wyg, utilisés lors du crible de recherche de génes impliqués dans la
stabilité du développement par génes candidats.



e Interactions de hid et dilp8 avec CycGAP pour maintenir la stabilité du développement ?

Les seuls génes montrés comme étant impliqués dans la stabilité du développement
sont CycG, dilp8 et le géne pro-apoptotique hid (Debat et al., 2011; Garelli et al., 2012; Neto-
Silva et al.,, 2009). Il était donc particulierement intéressant de déterminer comment
I’association entre la surexpression de CycGAP et les pertes de fonctions de dilp8 et hid
pouvait affecter I'AF de taille des ailes. Nous avons pour cela testé un alléle perte de
fonction de dilp8, deux alléles de hid et la délétion Df(3L)H99 qui découvre les génes reaper,
hid, grim et sickle, codant les facteurs pro-apoptotiques de la famille RHG (Tableau 2, Figure

29).

Nous n’avons pas détecté d’effet sur I’AF de I'alléle dilp8 en contexte hétérozygote
mutant, ni seul ni en association avec le contexte de surexpression de CycGAP(Figure 29). Ce

point sera discuté en détail dans le chapitre Discussion et perspectives.

Un allele de hid, hid""®*?, ainsi que la délétion Df(3L)H99 augmentent
significativement I'AF induite par CycG*’ (Figure 29). Cependant un autre Ialléle, hid®”°*,
décrit comme amorphe, n’a pas d’effet a I'état hétérozygote sur 'amplitude de I'AF due a la

. P N . JMI106452
surexpression de CycG*’. Lalléle hid""%**

est causé par l'insertion dans le premier intron
d’un transgéne Mi{MIC} (Minos-mediated integration cassette). Cette cassette comporte un
site accepteur suivi de codons STOP dans les trois phases de lecture et d’un site de
polyadénylation. Par conséquent, I'insertion de ce transgene dans des introns entraine une
interruption de la transcription et de la traduction (Venken et al., 2011). L’allele hig""?%%>?
provoque donc vraisemblablement la production d’une protéine tronquée, qui pourrait avoir
un effet plus fort qu’un allele amorphe, en agissant comme un dominant négatif. Par

ailleurs, I'effet fort de la délétion Df(3L)H99 pourrait s’expliquer par un effet combiné de la

délétion de hid et des autres génes codant des protéines RHG.

Ces résultats semblent confirmer que le controle de la survie cellulaire par les génes

pro-apoptotiques de la famille RHG serait important pour la stabilité du développement.
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Figure 29. Effet de la perte de fonction des genes dilp8 et hid impliqués dans la stabilité du
développement, sur I'asymétrie fluctuante de taille des ailes. Deux séries expérimentales sont

AP
présentées avec leurs controles w (en bleu) et CycG GOF (da>CycG , en violet). *p<0,05, Test F.
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Figure 30. Effet de mutations des genes dpp et wg sur I'asymétrie fluctuante de taille des
ailes. Deux séries expérimentales sont présentées avec leurs contréles w (en bleu) et CycG

AP
GOF (da>CycG , en violet). *p<0,05, Test F.
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e Des mutants des morphogeénes dpp et wg, impliqués dans le controle de la prolifération

cellulaire affectent-ils le contréle du bruit développemental ?

La régulation de la prolifération cellulaire est un composant majeur de ’lhoméostasie
du développement. Ainsi, on peut émettre I’hypothése que la régulation fine de la taille des
organes, nécessaire pour la stabilité du développement, impliquerait des genes qui
contrélent la prolifération. Les morphogenes Wg et Dpp controlent a la fois la prolifération
et I'organisation du disque imaginal d'aile. Nous avons donc analysé I'implication des génes
wg et dpp, dont l'activité est cruciale pour le développement de l'aile, dans la stabilité du
développement. Nous avons testé trois alléles de dpp (un alléle hypomorphe, dpp®’, et deux

alléles non caractérisés, dpp’ et dpp’®*

, qui affectent potentiellement les séquences
régulatrices de dpp) et deux alleles amorphes de wg, wg"® et wg"™’ (Tableau 2). De maniére
intéressante, I'allele wg"® induit en lui-méme une augmentation d’un facteur 2,3 de I’AF de

longueur des ailes par rapport au témoin w''*

. De plus, tous les alleles de wg et de dpp que
nous avons testés augmentent significativement I'amplitude de I'AF induite par la

surexpression de CycG*” (Figure 31).

Ces résultats soulévent I'intéressante possibilité d’'une implication majeure de wg et
dpp dans la stabilité du développement de I'aile, soit via leur role de mitogéne, soit via leur

role dans I'organisation de I'aile au cours du développement.
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Asymétrle fluctuante de tallle des alles

Figure 32. Effet de mutations du géne dm sur l'asymétrie
AP
fluctuante de taille des ailes. CycG GOF : da>CycG .
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e Certains génes impliqués dans la régulation de la croissance des organes participeraient

au contréle du bruit développemental

L’AF tres importante de la taille des ailes induite par la surexpression de CycGAP est le
reflet d’'un défaut de compensation entre la taille des cellules et le nombre de cellules
composant le tissu. De plus, une analyse approfondie a révélé que I’AF de taille des cellules
est majoritairement responsable de I’AF de taille des ailes (Debat et al., 2011) (Figure 23).
Cette observation suggére une implication des mécanismes de régulation de la croissance
cellulaire dans la stabilité du développement. Nous avons donc testé si des mutants de
différents facteurs participant aux mécanismes de contrdle de la croissance, tels que Myg, la
voie Insuline/TOR et la voie Hippo, affectent également I’AF de taille des ailes, soit seuls, soit

en association avec la surexpression de CycG*’.

Nous avons dans un premier temps étudié le r6le de Myc, régulateur positif de la
croissance, en testant I'effet de deux alléles hypomorphes du géne dm, dm™ et dm®"**
(Tableau 3). Aucun de ces alleles n’affecte I’AF de taille des ailes, seul ou en association avec
de CycGAP (Figure 32). Ces résultats suggerent soit que dm n’est pas essentiel pour assurer la
stabilité du développement, soit qu’une dose de dm serait suffisante pour contréler le bruit

développemental.

Nous nous sommes ensuite intéressés a la voie Insuline/TOR, impliquée dans
I’adaptation de la croissance en réponse a I'environnement. D’'une part, nous avons testé
deux alleles du gene Tor, qui code une kinase régulant positivement la biogenése des

ribosomes et I'initiation de la traduction, Tor7%% et Tor** (Tableau 3).
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Géne Alléle/ARNi n_mmmm.am Mutagéne Lignée Nature de la lésion Référence
mutation
dm dmfG0139] Insertion élément P |BL 11935 Insertion de P{lacW} dans la région 5'UTR Peter et al., 2002
W. dm[P0] hypomorphe |[Insertion élément P |BL 11298 Insertion de P{P-Sal} 99nt en amont des séquences
codantes Johnston et al., 1999
foxo |foxo[MID2660] Insertion Mi{MIC} BL 37585 Insertion de Mi{MIC} en amont du site d'initiation de Ia Venken et al.,, 2011
- traduction
._M foxo[Delta94] perte de Excision élément P |BL 42220 Délétion de 20kb, qui enléve une partie du promoteur et [Slack et al., 2011
m fonction de la séquence codante
.m Tor Tor{k17004] Insertion élément P |BL 11218 Insertion de P{lacW} dans la région 5'UTR, 211bp en amont |Zhang et al., 2000
= du site d'initiation de la traduction.
Tor[DeltaP] Excision élément P |BL 7014 Délétion des 902 premiers codons. Zhang et al., 2000
ex ex[k12913] Insertion élément P |BL 11067 Insertion de P{lacW} dans la région 5'UTR Bellen et al., 2004
fat ft(4] hypomorphe |EMS BL 5405 Garoia et al., 2000
ft[8] perte de Insertion élément P |BL 5406 Mutation ponctuelle S981@ Bryant et al., 1988
fonction
hippo |hpo[KC202] perte de FLPase, EMS BL 25090 Substitiution Leu en Val entre le domaine kinase et les Udan et al., 2003
o fonction domaines d'auto-régulation
W hpo[KS240] perte de FLPase, EMS BL 25085 Mutation ponctuelle W518@ Udan et al., 2003
@ fonction
Vo kibra |kibra[EY03746] Insertion élément P |BL 19909 Insertion de P{EPgy2} dans la région 5'UTR Baumgartner et al., 2010
mats |mats[e03077] perte de Insertion piggyBac |BL 18115 Insertion de PBac{RB} dans le premier intron He et al., 2005
fonction
Merlin |Mer{4] amorphe EMS BL 9104 Mutation ponctuelle Q170@ Laleunesse et al., 1998
yorkie |yki[B5] amorphe Recombinaison BL 36290 Huang et al., 2005
homologue

Tableau 3. Alléles de génes impliqués dans la croissance utilisés lors du crible de recherche de génes impliqués dans la stabilité du développement par génes candidats.
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De maniere intéressante, nous avons observé une augmentation de I’AF de taille des
ailes d’un facteur 4, chez les femelles Tor**/+ (Figure 33). De plus, les deux alléles de Tor que
nous avons testés augmentent significativement I’AF induite par CycG*". D’autre part, nous
avons analysé |'effet de deux alleles du géene foxo, qui code un facteur de transcription
controlé par la voie InR (Tableau 3). Un allele perte de fonction, foxo®®, augmente

MI02660 hon caractérisé,

significativement I’AF induite par CycG*" (Figure 33) et l'alléle foxo
pourrait également augmenter I'AF (p=0,051, n=1). L'ensemble de ces résultats suggere que
la voie Insuline/TOR serait importante pour maintenir la symétrie des organes et la stabilité

du développement.
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Figure 33. Effet de mutations de génes impliqués dans la voie INR/TOR sur I'asymétrie fluctuante de
taille des ailes. Deux séries expérimentales sont présentées avec leurs controles w (en bleu) et CycG

AP
GOF (da>CycG , en violet). *p<0,05, Test F.
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Géne Allele/ARNi n_mmmm.nn Mutagéne Lignée Nature de la Iésion Référence
mutation
bsk bsk[1] EMS BL 3088 Substitution G225E qui affecte les sous-domaines kinase IX [Sluss et al., 1996
et X, région de reconnaissance du substrat
bsk[2] EMS BL5283 Substitution K316@ : protéine tronquée aprés le sous- Sluss et al., 1996
o domaine kinase XI
Z hep hep[G0208] Insertion élément P |BL 6761 Insertion de P{lacW} dans les séquences régulatrices Peter et al., 2002
.m hep(r75] hypomorphe |Excision élément P |BL 12229 Glise et al., 1995
= puc pucfA251] Insertion élément P |BL 11173 Insertion de P{IArB} dans le deuxiéme intron Martin-Blanco et al.,
1998
pucfE69] perte de Insertion élément P |DGRC 109029 |Insertion de P{A92} dans le deuxiéme intron Martin-Blanco et al.,
fonction 1998
c fwe fwe[GD4616] ARNi - VDRC 39586 - Rhiner et al., 2010
_m 2 fwe(KK109356] ARNi - VDRC 104993 - Rhiner et al., 2010
,W m SPARC |SPARCIMI00329] Insertion Mi{MIC} BL30711 Insertion de Mi{MIC} dans la région 5' UTR Venken et al., 2011
m m SPARC[KK108185] |ARNi - VDRC 100566 - Portela et al., 2010
© SPARC[GD5660] ARNi - VDRC 16677 - Portela et al., 2010

Tableau 4. Alléles de génes impliqués dans la voie JNK et dans la compétition cellulaire, utilisés lors du crible de recherche de génes impliqués dans la stabilité du
développement par génes candidats.
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Enfin, nous avons étudié I'effet de mutations d’acteurs de la voie Hippo, qui régule
négativement la croissance (Tableau 3). Parmi les différents alléles testés, ft*, un allele
hypomorphe du geéene ft, qui code une cadhérine en amont de la voie, augmente

KC202

significativement I’AF induite par CycG*” (Figure 34). Par ailleurs, hpo“%, un alléle perte de

fonction du géne hpo qui code la kinase constituant le cceur de cette voie, et ex*???, un
allele non caractérisé du gene ex qui code un régulateur négatif de la voie, induisent une
forte augmentation de I'AF induite par CycG* (d’un facteur 3,2 et 6,8 respectivement)
(Figure 34). Ces résultats suggerent que la voie Hippo, essentielle pour la régulation de la

taille finale des organes, est également trés importante pour la stabilité du développement

et le maintien de la symétrie des organes.
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Figure 34. Effet de mutations de génes impliqués dans la voir Hippo sur I'asymétrie fluctuante
AP
de taille des ailes. CycG GOF : da>CycG . *p<0,05, Test F.
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Figure 35. Effet de mutations de genes impliqués dans la voie JNK sur I'asymétrie fluctuante de
taille des ailes. Deux séries expérimentales sont présentées avec leurs contréles w (en bleu) et

AP
CycG GOF (da>CycG , en violet). *p<0,05, Test F.

Figu

exp
AP

I'asymétrie fluctuante de taille des ailes. CycG GOF : da>CycG . *p<0,05, Test F.
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e Voie JNK impliquée dans la réponse au stress et dans ’lhoméostasie des tissus

La voie JNK est un acteur majeur de I'homéostasie des tissus, en régulant la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaire. Elle est activée au cours de différents
mécanismes tels que la régénération ou la compétition cellulaire. Nous avons testé
I'implication dans la stabilité du développement de bsk, hep et puc, qui codent
respectivement l'unique JNK de D. melanogaster, une JNKK et un régulateur négatif de
I'activité de Bsk (Tableau 4). Parmi les alleles que nous avons testés, seul les alleles de bsk,
bsk® et bsk’ augmentent significativement I’AF induite par CycG*” (Figure 35). Nous n’avons

G0208 5u de I'alléle hypomorphe hep™”. Ces

pas observé d’effet des alleéles du gene hep, hep
résultats suggerent soit que Hep n’est pas la JNKK requise pour réguler I'activité de Bsk dans
la stabilité du développement, soit que les alleles testés ont un effet trop faible a I'état
hétérozygote sur I'activité de la voie pour pouvoir avoir un effet détectable sur I’AF. |l serait
intéressant de tester des contextes de perte de fonction plus forte de hep, ainsi que la perte
de fonction de MKK4, une autre JNKK, afin de déterminer quels sont les acteurs de la voie

JNK qui sont requis en amont de Hep pour son réle dans le controle du bruit

développemental.

o Des effecteurs de la compétition cellulaire controleraient la stabilité du développement

Nous avons également testé si des effecteurs de la compétition cellulaire, un des
mécanismes qui participent au maintien de I'homéostasie des tissus, interviennent aussi
dans la stabilité du développement. J'ai décrit précédemment les effets sur I’AF induite par
CycG*” de différents génes impliqués dans 'homéostasie tissulaire, dont certains agissent
également a différents niveaux dans les mécanismes de compétition cellulaire, tels que dpp,
wg, hid ou la voie JNK. Pour compléter ces résultats, nous avons analysé si la perte de
fonction des génes fwe et SPARC, qui codent des facteurs spécifiques des cellules perdantes,
affecte I'AF de taille des ailes. Nous ne disposions pour cette étude que de lignées
permettant I'inactivation par ARNi de fwe et de SPARC, ainsi que d’un alléle non caractérisé
de SPARC, SPARCV"?% (Tableau 4). Les résultats préliminaires montrent que I'inactivation
de ces génes par ARNi peut augmenter significativement I’AF induite par CycG*” (Figure 36).

Cependant les effets different en fonction des lignées ARNi testées ; il sera donc nécessaire
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de confirmer ces résultats et de vérifier I'efficacité des différents outils d’inactivation de fwe
et de SPARC afin de pouvoir conclure sur leur implication dans la stabilité du
développement. Ces résultats suggerent cependant que Fwe et SPARC pourraient exercer un

role dans le contréle du bruit développemental et de la symétrie des organes.

L’utilisation de la surexpression de CycG* nous a donc permis de mettre en évidence
une possible implication de différents acteurs du maintien de ’lhoméostasie des tissus dans
la régulation fine de la taille des organes et dans la stabilité du développement. En effet, les
résultats obtenus au cours de ce crible par genes candidats suggérent que des génes
impliqués dans des processus tels que la régulation de la prolifération (wg, dpp), de la
croissance (Tor, foxo, voie Hippo), de la survie (hid, bsk) et le maintien des identités
cellulaires (génes PcG, trxG et ETP) seraient également requis pour le controle du bruit

développemental.
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2.1.2 Crible a I’échelle du génome pour rechercher des genes

impliqués dans la stabilité du développement

Nous avons décidé de rechercher, a I’échelle du génome, de nouveaux genes requis
pour le controle du bruit développemental, au-dela de ceux que nous avons testés lors de
I'approche par genes candidats. J'ai participé aux premiéres étapes de ce crible génétique a
grande échelle. Comme pour le crible décrit précédemment, la stabilité du développement a
été perturbée en surexprimant CycG*". Nous avons recherché des délétions qui modifient
(enhancers ou suppresseurs) le phénotype d’AF élevée de la taille des ailes lié a cette
surexpression. Le crible consiste a tester une collection de 467 lignées portant des délétions
chevauchantes, qui découvrent 98,3% des genes euchromatiques de Drosophila
melanogaster (Bloomington Deficiency Kit) complétée par une trentaine de délétions
supplémentaires. Nous avons mesuré I’AF de taille des ailes de mouches femelles présentant
I'une de ces délétions associée a la surexpression de CycG™, et nous I'avons comparée a I'AF

induite par CycGAPseuIe, selon le protocole décrit dans la partie 2.1.1 des Résultats.

Lors de I'expérience pilote a laquelle j'ai participé, nous avons testé I'effet de 85
délétions découvrant différentes régions du chromosome 2L, soit environ 20% du génome
de la drosophile. Les résultats de cette partie du crible montrent que parmi les déficiences
du chromosome 2L testées, 16 ont un effet modificateur significatif sur I’AF induite par
CycG*?, dont 8 enhancers et 8 suppresseurs (Tableau 5). Nous avons regardé quels sont les
génes découverts par ces différentes délétions modificatrices. Parmi eux se trouvent par
exemple des genes impliqués dans la régulation de la structure chromatienne et de la
transcription (Su(var)205, Utx, Taf11l) ou dans des voies de régulation de I’'homéostasie

décrites précédemment (Tor, Pten, chico), qui seront des candidats intéressants a tester.

Il est intéressant de noter que, parmi les délétions qui augmentent I’AF induite par la
surexpression de CycG™, se trouvent une délétion découvrant le géne dpp, et une
découvrant les genes wg, Wnt4, Wnt6 et Wnt10. Or I'implication des génes wg et dpp dans
la stabilité du développement a aussi été montrée via I'effet de mutations de ces génes sur
I'’AF élevée induite par la surexpression de CycG*" (voir partie 2.1.1). De plus, une des
délétions qui augmente I'AF induite par CycG™ découvre le géne Med20, qui code la sous-

unité 20 du complexe coactivateur transcriptionnel Médiator.
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R , Taille Asymmétrie | AF Délétion -
Délétion Localisation (kb) fluctuante (AF)|AF CycG GOF Génes
Df{21 )EDS0001 21A1;21B1 ? 778 89 134
Df{21 )ED5878 21B1;21B3 94 568.59 0.98
Df{21)BSC454 21B7;21B8 36 631.57 134
Df{21)BsC106 21B7;21C2 126 431.07 068
Df{2t )ai 21B8-C1;21C8-D1|250-300( létal -
Df{21)BsC107 21C2;21E2 144 81281 172
Df{21 Jast2 21D1-2;22B2—3 1200 973.50 153
Df{21 )ED105 21E2;22A1 568 1404.01 242
Df{21 )rD94 21E2;21E3 468 70824 1.22
Df{21 )Exel6005 22A3;22B1 182 911.50 193
Df{21)BSC688 22B1;22D6 535 951 80 20
Df{2L)BSC455 22D5;22E1 132 283.12 0.60 Axud1, Ser12
Df(21)Exel7011 22E1;22F3 129 2023.40 4.28 Axud1, dpp
Df{21)ED136 22FA;23A3 261 107202 185
Df{21 )exel6277 23A2;23B1 130 103129 218
Df{21)BSC692 23B3;23B7 38 létal -
Df{21)BSC180 23B7;23C3 89 476.83 1.01
Df{21 Jdrm-P2 23F3-4;24A1-2 200 78811 124
Df{21)B5C292 23F6;24A2 116 690.95 1.46
Df{21)ED247 2AA2;2AC3 139 72757 1.25
Df{21 Jed1 2AA2;2ADA 400 495 68 0.78
Df{21 )Exel6009 2AC3;24C8 117 641.67 1.36
Df{21)BSC165 24D4;24D8 163 1456.00 3.08 ed
Df{21 )M24- B 2AE1-2;24F6—7 400 67313 1.06
Df{21 )cD250 2AFA;25A7 344 405.48 0.70
Df{21 )ED7853 25A3;25B10 299 59223 1.02
Df{21 }tkv3 25A4-5;25D5 600 82617 1.30
Df{21)BsC172 25B10;25C1 36 67685 143
Df{21)BsC110 25C1;25CA 35 85235 1.80
Df{21)8sC109 25C4;25C8 72 982 28 208
Df{21 )Exel6011 25C8;25D5 158 létal -
Df{21 )Exel6012 25D5;25E6 249 84928 1.80
Df{21)B5C169 25E5;25F3 192 658.21 1.39
Df{21 )ED334 25F2;26B2 311 létal -
Df{21 )eD385 26B1;26D7 485 létal -
Df{21)B5C6 26D3—E1;26FA—7 | 200 400.89 0.63
Df{21)BSC354 26D7;26E3 92 1602.00 3.39 eya, Daxx, Sec61a
Df(21)BSC188 26F1;27A2 130 1883.42 3.99 cort, cup, Spn27a
Df{21)BSC291 27D6;27F2 323 1542.67 3.26 wg, Wnt4, Wnt6, Wnt10, Mnn1
Df{21 )ED489 27E4;28B1 372 989.82 171
Df{21)Exel7034 28E1;28F1 133 2470.36 5.23 MED20, Trf
Df{21)BSC227 28E8;29B1 191 240.74 0.22 Su(var)205
Dfj21)BsC111 28F5;29B1 122 85244 0.79

AP
Tableau 5. Effet de délétions du chromosome 2L sur I'AF induite par CycG .
En bleu, délétions ayant un effet significatif (Test F, p<0,05 apres correction de Holm-Bonferroni)

(suite du tableau page 112)
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R0 veproduit

Nous avons montré qu’un allele perte de fonction de Med20, Med20
I'effet de cette délétion, suggérant que ce geéne est important pour la stabilité du
développement. Cette observation conforte I'idée que ce crible génomique par délétions

permettra d’identifier de nouveaux genes impliqués dans la stabilité du développement.

A ce jour, I'ensemble des délétions de la collection a été testé. Pour 452 d’entre elles
I’AF a pu étre mesurée. Parmi les délétions restantes, certaines se sont avérées létales en
association avec la surexpression de CycG*", d’autres induisaient des phénotypes d’aile
rendant la mesure de longueur de I'aile impossible. Nous avons identifié 37 délétions qui
entrainent une diminution significative de 'AF induite par CycG*’, et 17 qui augmentent
significativement "'amplitude de I’AF due a CycG™. A présent, I'effet sur I’AF de ces délétions
qui sont sorties du crible primaire est en train d’étre confirmé lors d’un crible secondaire. Au
cours de celui-ci, I’AF de mouches portant ces délétions a I'état hétérozygote est également
analysé. A plus long terme, pour les délétions dont I'effet sur I’AF sera confirmé, des pertes
de fonction des différents geénes découverts seront testées en association avec la
surexpression de CycGAP, afin de déterminer quels génes sont responsables de la

modification d’AF observée lors du crible.

Ce crible permettra donc, a terme, d’identifier de nouveaux génes impliqués dans la
stabilité du développement. L'avantage d’une telle approche est de permettre d’identifier,
sans a priori, de nouveaux génes et processus importants pour contrbler le bruit

développemental.
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. - Asymmétrie | AF Délétion .
Délétion Localsation Taille (kb) fluctuante (AF) |AF CycG GOF Génes
Df{21)85C204 29D5;29F8 4196 534.28 049
Df{21)ED678 29F5;30B12 623 90221 1.55
Df{21 )ED69O 30B3;30E4 481 60613 1.04
Df{(2L)BSC17 30C3--5;30F1 261 217.68 0.34 Taf11, Rps2
Df{2L)BSC240 30C7;30F2 216 216.90 0.20 Taf11, Rps2, Srp54, Etl1
Df{21)BSC50 30F4--5;31B1-4 300 306.84 0.48 Pten
Df{21)BSC689 30F5;31B1 214 313.10 0.29 chico, Pten, Utx
Df{21)BsC143 31B1;31D9 124 62638 058
Df{21)i39 31C-D;32D-E 750 493 58 077
Df{21)BsC208 31D7;31D11 60 71853 066
Df{21)B5C209 31D7;31E1 100 létal -
Df{21 )rD8142 31E1;32A4 271 81144 1.40
Df{21)B5C214 31F5;32B4 397 41618 041
Df{21)BsC213 32B1;32C1 192 72119 067
Df{21)BSC145 32C1;32C1 34 78565 0.72
Df{21)B5C241 320C1;32F2 439 909.66 084
Df{21 )ED761 33A2;33E5 629 64451 111
Df{2L)ED7 75 33B8;34A3 965 120968 2.08
Df{21)BSC277 34A1;34B2 425 140.31 0.13 Tor, Sfmbt, Sir2
Df{21)B5C892 34A5;34B9 322 853.80 1.34
Df{21)BSC159 34BA4;34CA 246 916.85 0.85
Df{21)BsC812 34B11;34E1 A57 létal -
Df{21)BSC252 34D1;34F1 194 AAT 75 041
Df{21 )ED793 34E4;35B4 755 84723 1.46
Df{21 )ED1050 35B8;35D4 765 1121.32 1.95
Df{2L)r10 35D1;36A6—7 1125 36672 058
Df{21)BSC690 35D4;35D4 7b 511.49 047
Df{21 )Exel6038 35D6;35E2 130 987.26 2.09
Df{21)B5C278 35E1;35F1 536 1007 89 093
Df{21)BsC781 35F1;36A1 92 122397 113
Df{21)ED1102 35F12;36A10 334 65264 112
Df{21)pscC148 3608;36E3 483 FI6.58 0.72
Df{21)Exel7070 36E2;36E6 258 1577.50 3.34 Socs36E, elfless, Pros65R2
Df{21)B5C256 36E3;36F2 259 létal -
Df{21 )Exel8038 36E5;36F5 332 létal -
Df{21)BSC149 36F5;36F10 229 43611 040
Df{21)ED1315 38BA4;38F5 832 105848 1.66
Df{2L)ED1378 38F1;39D2 574 381.65 0.60 E2f2, Atg18b, crc, dimm
Df{21)ED1473 39B4;40A5 577 135020 212
Df{21)BsC151 A0AS;A0ES 400 A48 88 041
Df{21)It109 h35;h35 67 2321.80 3.64 cta, It
Df{2t)c’ h35;h38L 1061.92 1.67

Tableau 5. (suite)
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2.2 La compétition cellulaire, un garant de la stabilité du

développement ?

Comme l'ont montré les résultats des recherches de modificateurs d’AF par géne
candidats, un contexte mutant pour différents acteurs de la compétition cellulaire augmente
significativement I’AF due 3 la surexpression de CycG*’. C’'est notamment le cas pour des
mutations ou des dérégulations affectant les génes dpp, wg, hid, fwe, dSPARC et des genes
de la voie JNK. Il est par ailleurs avéré qu’un contexte de perte de fonction de hid augmente
I'amplitude de I’AF de taille des ailes par rapport a un contexte sauvage (Neto-Silva et al.,
2009). Nous avons également montré qu’une délétion découvrant dpp, et qu’un allele
amorphe de wg induisent une augmentation significative de I'AF de taille des ailes.
L’ensemble de ces données suggerent donc des liens entre les acteurs de la compétition

cellulaire et le contréle du bruit développemental.

Plus particulierement, la surexpression de CycGAP, qui augmente considérablement le
bruit développemental, pourrait aussi conduire a une perturbation de la compétition
cellulaire. J'ai entrepris une série d’expériences visant a mieux comprendre les liens
éventuels entre Cycline G, stabilité du développement et compétition cellulaire. Jai
notamment entrepris de montrer si des clones de cellules surexprimant Cycline G sont

soumises a de la compétition cellulaire dans un disque imaginal d’aile sauvage.

e Des différences de niveau de Cycline G entrainent-elles un phénomeéne de compétition

cellulaire ?

La compétition cellulaire s’établit entre deux populations de cellules adjacentes qui
présentent des capacités de prolifération et/ou de croissance différentes (Levayer and
Moreno, 2013). Elle peut étre artificiellement induite chez la drosophile, en induisant des

clones mitotiques dans un tissu en prolifération, tel que le disque imaginal d’aile.
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La surexpression de CycG™ induit chez I'adulte I'ensemble des phénotypes
caractéristiques du syndrome « Minute » : taille réduite, retard de développement, soies
courtes et fines. Floria Faradji avait observé que des clones de cellules surexprimant CycG*”
dans des disques imaginaux d’aile étaient plus petits que des clones de cellules sauvages
induits au méme stade de développement. Cela indique que la surexpression de CycG*”
confére aux cellules un désavantage de prolifération, de croissance et/ou de survie par
rapport a leurs voisines sauvages. J'ai donc recherché si, a I'instar des clones Minute, des
clones de cellules surexprimant CycG” induits dans des disques imaginaux d’aile sauvages

étaient soumis a une élimination par compétition cellulaire.

Pour cela, j’ai induit des clones surexprimant CycGAP en utilisant la méthode flip-out
(Struhl and Basler, 1993), dans des larves de deuxieme stade, du génotype suivant:
hs::flp;Act5C>FRT-CD2-FRT>GAL4; UAS::GFP;UAS::CycG*". L'expression du géne flp (flipase),
suite a un choc thermique de 30 minutes a 37°C, induit I'excision de la cassette CD2
encadrée par des séquences FRT (flipase recombination target). Le facteur de transcription
GAL4 est donc produit, sous controle du promoteur du gene Act5C. Les cellules du clone
surexprimant CycG” sont repérables griace a la présence de GFP. Un contexte
hs::flp;Act5C>FRT-CD2-FRT>GAL4;UAS::GFP a fourni les clones controles, induits au méme

moment et composés de cellules sauvages produisant la GFP.

Afin de déterminer si le désavantage des clones surexprimant CycG*” refléte la mise
en place d’'un mécanisme de compétition cellulaire, j’ai utilisé des marqueurs permettant de
visualiser des phénomenes caractéristiques de la compétition cellulaire. J’ai notamment
voulu déterminer si les cellules des clones surexprimant CycG*" étaient soumises a de
I'apoptose, en réalisant des immunomarquages de disques imaginaux d’aile de larves de fin
de troisieme stade avec un anticorps dirigé contre la forme activée de la Caspase 3 humaine,
qui révele chez D. melanogaster I'activité de la caspase activatrice Dronc. Jai également
recherché une éventuelle activation de la voie JNK ou du géne pro-apoptotique hid dans ces

clones, a l'aide des rapporteurs puc-lacZ et hid-lacZ.

Les résultats préliminaires suggerent une absence d’apoptose dans les clones

surexprimant CycG™, observés a la fin du troisiéme stade larvaire, 48h aprés induction des
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clones (n=16 clones). Je n’ai pas non plus observé d’activation de hid (n=4), ni de la voie JNK
(n=9). Ces résultats suggeérent que les clones surexprimant CycG*" ne présentent pas les
caractéristiques des cellules perdantes soumises a de la compétition cellulaire. La petite
taille de ces clones semble donc uniquement associée au défaut de prolifération induit par la
surexpression de CycG*" (Faradji et al., 2011). Cependant, je n’ai pu analyser qu’un faible
nombre de clones, induits au cours du deuxiéme stade larvaires. Ces résultats devront donc
étre complétés en augmentant le nombre de clones, et en analysant des clones induits plus

tot au cours du développement.

o Des différences de niveau de Cycline G perturbent-elles I’expression de wg et dpp , deux

geénes impliqués dans la stabilité du développement et dans la compétition cellulaire ?

Les génes wg et dpp codent des morphogenes impliqués dans la prolifération des
cellules dans le disque d’aile. Il a été montré que des défauts d’activation des voies Dpp et
Wg dans des clones cellulaires entrainent I’élimination de ces clones par compétition
cellulaire (Moreno and Basler, 2004; Vincent et al., 2011). Par ailleurs, les résultats de cribles
par génes candidats obtenus au cours de ma these (présentés dans la partie 2.1) suggérent
gue ces deux genes sont également impliqués dans la stabilité du développement. J'ai donc
voulu établir si la surexpression de CycG*” pouvait affecter le profil d’expression de ces deux

genes.

Il a été montré précédemment que la surexpression ubiquitaire de CycGAP n’affecte
pas le profil d’expression des génes wg et dpp (équipe de Frédérique Peronnet, données non
publiées). Cependant, les études de la compétition cellulaire montrent que les cellules d’un
méme contexte génétique peut avoir un statut qui differe, selon qu’elles sont en contexte
homotypique (surexpression ubiquitaire de CycG*?) ou hétérotypique (clones surexprimant

CycG*? au sein d’un tissu sauvage).
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AP
Figure 37. La surexpression de CycG dans des clones mitotiques n'affecte pas le profil
d'expression des génes wg et dpp

AP
(A-C) Clone Act>CycG marqué par la GFP, induit 48h avant dissection dans des larves portant
un transgene wg-lacZ. En rouge : immunomarquage anti B-galactosidase.

AP
(D-F) Clone Act>CycG marqué par la GFP, induit 48h avant dissection dans des larves portant

un transgeéne dpp-lacZ. En rouge : immunomarquage anti 3-galactosidase.
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Jai donc entrepris d’analyser si des clones de cellules surexprimant CycG*" (obtenus
par la méthode décrite précédemment), modifiaient le profil d’expression de wg ou dpp, a
I'aide de rapporteurs wg-lacZ et dpp-lacZ. Des clones ol CycG* est surexprimé, induits au
deuxieme stade larvaire dans des disques imaginaux sauvages, ne semblent pas présenter
d’expression ectopique de dpp ou de wg, 48h apres leur induction (n=4 et 17,
respectivement). D’autre part, de tels clones localisés dans les domaines d’expression de ces

deux morphogénes ne semblent pas modifier leur expression (Figure 37).

Ces résultats, bien que préliminaires, suggérent que les profils d’expression de dpp et
wg ne sont pas affectés par des clones mitotiques surexprimant CycG*” et que ni dpp, ni wg
n’est induit par les clones (de fagon autonome ou non-autonome cellulaire). Il est cependant
envisageable que la surexpression de CycG*” modifie I'activité de ces morphogénes ou la
réponse aux signaux Dpp et Wg, en affectant des acteurs de ces voies de signalisation. Cette
hypothese pourra étre testé en analysant des rapporteurs de I'activité de ces deux voies

(brk-lacZ et anticorps dirigé contre DIl par exemple).

e Lasurexpression de CycG“P affecte-t-elle le phénomeéne de compétition cellulaire ?

Jai montré précédemment que I'AF induite par la surexpression de CycG* est
augmentée en contexte mutant pour différents acteurs de la compétition cellulaire (dpp, wg,
génes de la voie JNK, hid, fwe, dSPARC). De plus, le géne hid est un effecteur de la
compétition cellulaire. De maniere intéressante, sa perte de fonction inhibe la mort des
cellules perdantes (la Cova et al., 2004), et induit une augmentation de I’AF de taille des
ailes, donc une augmentation du bruit développemental (Neto-Silva et al., 2009). Ces
observations suggerent que la stabilité du développement pourrait étre perturbée lorsque
I’élimination des cellules perdantes est bloquée. Nous avons donc formulé I’hypothese que
I’ AF élevée observée en condition de surexpression de CycG™, et le défaut de compensation
entre la taille des cellules et le nombre des cellules des ailes de ces mouches, pouvaient étre

les conséquences phénotypiques d’un défaut de compétition cellulaire.
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A dm®® FRT 19A | larve dm™f+
H2A-GFP, hs-flp, dm* FRT 19A [GFP+]

l choc thermique 30 min a 37°C

clones +/+ H2A-GFP, hs-flp, dm* FRT 19A
[GFP+] | 1oA-GFP, hs-flp, dm* FRT 19A

clones

dm™}dm? dm®® FRT 19A
[GFP-] dm®® FRT 19A

C dmP FRT19A = da::Gald larve dm™/+
H2A-GFP, hs-flp, dm* FRT19A ~ UAS-CycG [GFP+]
choc thermique 30 min a 37°C
Contexte de
clones+/+ [ H2A-GFP, hsflp, dm* FRT19A  da=Gald ~ ergs;ff"’"
[GFP+] | H2A-GFP, hs-flp, dm* FRT19A  UAS::CycG2?

clones
dm?}dm®
[GFP-]

dm®® FRT 19A . da::Gal4

’

dm®® FRT 19A UAS::CycG??

PO PO
Figure 38. Représentation schématique de la technique d'induction de clones dm /dm

PO PO PO
(A) Induction de clonesdm /dm et +/+ dans un contexte dm /+
PO PO Y
(B) Clones dm /dm (GFP-) et +/+ (GFP++) induits 72h avant dissection dans un contexte dm /+
PO PO
(GFP+). Notez la taille réduite des clones dm /dm comparée a celle des clones fréres +/+.

PO PO PO AP
(C) Induction de clones dm /dm et +/+ dans un contexte dm /+, surexpression de CycG
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Afin de tester cette hypothése, j'ai entrepris d’analyser le devenir de clones
deO/deO, (soumis a de la compétition cellulaire dans un contexte de0/+(Moreno and

Basler, 2004)), dans des disques imaginaux d’aile dm™/+ ol CycG*” est surexprimé.

Des lignées de drosophile permettant Iinduction a différents stades du
développement de clones dm™/dm™ et de clones fréres +/+, en contexte dm™/+, ou en
contexte dm”®/+ou CycG™ est surexprimé, grace au systtme MARCM ont été construites
(Figure 38). Des expériences pilote ont été réalisées, lors desquelles de tels clones ont été
induits 72h avant dissection des larves de fin de troisieme stade. Les clones deo/deO,
induits 72h avant dissection en contexte dm™’/+ étaient plus petits que les clones fréres +/+,

en accord avec les résultats précédents (Moreno and Basler, 2004).

Au cours de ces expériences pilote j'ai été confrontée au probléeme de Ila
détermination du moment d’induction des clones dm™/dm™ dans les deux fonds
génétiques différents. En effet, le contexte de surexpression de CycGAP induit en lui-méme
un retard de développement, qui est d’environ 24h par rapport au témoin a la fin du
troisieme stade larvaire, c’est a dire au moment ou les disques sont disséqués. Il faudra donc
déterminer précisément le retard de développement des larves surexprimant CycG*" par
rapport aux larves contréle pour chaque stade larvaire. Cela permettra d’induire des clones
au méme stade de développement pour les conditions controle et de surexpression de
CycGAP. Cette étape de mise au point est indispensable afin de pouvoir comparer le devenir
des clones dm™/dm™ (nombre de cellules, activation ou non des caspases, de hid et de la
voie JNK) dans les deux fonds génétiques. Cela nous permettra ensuite et de déterminer si le
contexte de surexpression de CycG*” empéche ou non I'élimination des cellules perdantes

par compétition cellulaire.

Les résultats de cette expérience nous permettrons de déterminer si I’AF de taille des
ailes induite par la surexpression de CycG* peut étre la conséquence d’une altération du

mécanisme de compétition cellulaire au cours du développement.
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Plusieurs données indiquent que des mutations affectant la compétition cellulaire
affectent aussi I'amplitude du bruit développemental. Ceci suggere que la compétition
cellulaire pourrait participer au controle de ce bruit. Grace au contexte de surexpression de
CycG*", ol le bruit développemental est amplifié, nous espérons, par les différentes
expériences proposées ici, pouvoir conclure de maniéere définitive quant au réle de la
compétition cellulaire dans le contréle du bruit développemental et dans la régulation fine

de la taille des organes.

- 120 -



III DISCUSSION ET PERSPECTIVES

1 Role de Cycline G dans le maintien des identités cellulaires

Les résultats publiés au cours de ma these, dans l'article « Drosophila Cyclin G and
epigenetic maintenance of gene expression during development », montrent que Cycline G
interagit physiquement avec ASX, et que CycG participe a la répression des génes Hox Scr et
Ubx dans les tissus ou ils doivent étre inactivés. Toutefois cette participation pourrait étre
indirecte, il sera donc intéressant de déterminer quelles sont les cibles transcriptionnelles
directes de Cycline G. Une analyse par ChIP-seq du profil de fixation de cette protéine sur la
chromatine, dans des disques imaginaux d’aile de larve de troisieme stade de génotype
da>Myc-CycG*, est en cours dans I'équipe de Frédérique Peronnet. Le profil de fixation de
Cycline G sera comparé avec des résultats de RNA-seq, issus de disques d’aile ol CycG est

inactivée par ARNi ou surexprimée afin d’identifier les cibles directes de Cycline G.

Il sera aussi important de déterminer si, au-dela des genes Hox, Cycline G participe
globalement a la régulation de la transcription des genes cibles des protéines de mémoire
cellulaire. Pour cela, le profil de fixation de Cycline G sur la chromatine serait a comparer a
celui d’autres facteurs chromatiniens (en particulier ASX et Corto), a une résolution plus fine
gue celle des immunomarquages sur chromosomes polyténes, a I’échelle du génome ou au
niveau de cibles particulieres, telles que les genes Hox. Ces expériences indiqueraient si
Cycline G exerce un role général dans le maintien des identités cellulaires au cours du
développement. Il serait également intéressant de comparer la présence de Cycline G sur la
chromatine avec celle de différentes modifications port-traductionnelles d’histones ou avec
les différentes formes phosphorylées de I’ARN polymérase Il. Ces données informeraient sur
I’état de la chromatine (active ou réprimée) au niveau des sites de fixation de Cycline G, ou

encore sur |'état transcriptionnel de ses génes cibles.

Une autre question soulevée par les résultats de cette étude est de savoir comment
Cycline G participe a la régulation transcriptionnelle par les protéines de mémoire. Cycline G
interagit physiquement avec ASX, un composant du complexe PR-DUB, contenant également
I’histone déubiquitinase Calypso, qui déubiquitine spécifiguement H2AK119Ub. Le complexe

PR-DUB antagonise ainsi le complexe Polycomb PRC1, qui contient dRing/Sce, I'ubiquitine
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ligase spécifique de H2AK119 (Scheuermann et al., 2010 ; Schuettengruber et al., 2010).
Comme nous le proposons dans l'article, Cycline G pourrait réguler I'activité du complexe
PR-DUB, et donc jouer sur I'équilibre entre H2AK119ub et H2AK119, important pour la
répression par les complexes PcG. Cycline G pourrait par exemple réguler I'activité des ETP
ASX et Corto avec lesquels elle interagit physiquement, en modulant I'activité enzymatique
d’une CDK non identifiée qui modifierait post-traductionnellement ces deux ETP. Afin de
tester cette hypothese il serait intéressant d’identifier les partenaires de Cycline G au niveau
de la chromatine, tels que des CDK, ou d’autres protéines susceptibles de moduler I'activité

des ETP, telles que GAK.

2  Apports des cribles de recherche de géenes impliqués dans la

stabilité du développement

La stabilité du développement est une composante de 'homéostasie tissulaire, qui
assure la précision de la forme et de la taille des tissus en contrélant le bruit
développemental. Ce bruit, habituellement trés faible, est difficile a évaluer. Les cribles de
recherche de genes impliqués dans la stabilité du développement réalisés au cours de ma
thése sont basés sur l'utilisation d’'un contexte de surexpression de CycGAP. Cette
surexpression affecte le contréle du bruit développemental et induit une forte asymétrie
fluctuante (AF) de taille des ailes. Ce contexte déstabilisé nous a permis de mettre en
évidence une augmentation de I'AF induite par CycGAP par des mutants de différents génes

impliqués dans des processus de maintien de ’lhoméostasie des tissus.

Il est important de rappeler que I’AF ne reflete la stabilité du développement que
lorsqu’on s’affranchit des variations génétiques et environnementales. Les résultats
préliminaires obtenus lors de la premiéere phase des cribles par génes candidats et a I’échelle
du génome demandent donc a étre confirmés, apres isogénisation du fond génétique. Cette
étape sera primordiale afin de s’assurer que les effets observés ne sont pas dis a une
hétérogénéité génétique entre les différentes populations considérées, et qu’ils sont bien
spécifiques des genes testés. Cependant, vu I'amplitude des effets observés dans certains

cas d’interactions décrits dans ma thése, comparée a I'amplitude tres faible des variations
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d’AF entre populations naturelles, nous sommes confiants que bon nombre des candidats

retenus sont effectivement des modificateurs de la stabilité du développement.

D’autre part, il faut souligner que ces cribles, comme beaucoup d’autres, ne peuvent
étre exhaustifs. Certains genes, pourtant impliqués dans la stabilité du développement, ne
seront pas détectés. En effet le principe du crible ne permet de détecter que des effets forts,
puisque nous testons, dans la plupart des cas, un effet en trans de mutations ou délétions a
I’état hétérozygote. De plus, les délétions testées sont de tailles trés hétérogenes, allant de
quelles dizaines de kb a plus d’'un Mb. Dans ces conditions, les effets observés peuvent
refléter I'effet d’'un géne et cacher celui d’'un autre, et I'absence d’effet modificateur peut

traduire deux effets opposés qui s’annulent.

Dans ces cribles, nous avons privilégié la mesure de la longueur de I'aile fondée sur 2
points reperes. Cette mesure est plus rapide que la mesure de la taille centroide des ailes,
qui requiert I'acquisition des coordonnées de 15 points de repére. Par la suite, Il sera
intéressant de voir si la sensibilité de détection de modificateurs de I'AF induite par CycG*”
peut étre augmentée, en analysant par exemple I’AF de taille centroide des ailes. L'utilisation
de ce type de mesure a grande échelle requiert que I'acquisition des 15 points repéres pour
chaque aile soit automatisée. Les techniques d’automatisation sont actuellement en cours
de mise au point, en collaboration avec Raphaél Marée (Unité d'Analyse d'Images
Biologiques, Institut Pasteur, Paris), et pourront a terme servir pour réaliser une nouvelle

analyse des images d’ailes issues des différents cribles réalisés au cours de ma théese.

Les résultats prometteurs obtenus grace aux cribles nous ont permis de détecter de
nouveaux genes et des processus potentiellement impliqués dans la stabilité du
développement. L'AF induite par la surexpression de CycG™ est corrélée 3 une perte de
compensation entre croissance et taille cellulaire dans les ailes, compensation importante
pour la stabilité du développement (Debat et al., 2011). Pour les contextes génétiques qui
diminuent significativement I'AF associée a la surexpression de CycGAP, il sera intéressant
d’établir si cet effet s"accompagne d’une restauration de la corrélation négative entre la
taille et le nombre de cellules dans l'aile. La faisabilité d’une telle analyse dépend
grandement de la mise au point de techniques d’acquisition automatisée du comptage du

nombre de cellules dans I'aile.
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¢ Implication de génes PcG, trxG et ETP dans le maintien de la stabilité du développement

Les résultats du crible par génes candidats suggerent un lien entre stabilité du
développement et maintien épigénétique de I'expression des genes au cours des divisions
cellulaires par les protéines des groupes PcG, trxG et ETP. En particulier, la fonction du
complexe Polycomb PRC1 et des complexes Trithorax TAC1 et SWI/SNF, contenant TRX et
BRM, respectivement, ainsi que des ETP DSP1 et CRM, pourrait assurer un controle des
variations stochastiques des processus développementaux. Ces complexes étant impliqués
dans la régulation de I'état transcriptionnel des génes, un des mécanismes qui peut étre
envisagé serait un controle de la stochasticité de la transcription dépendant de I'état de la

chromatine.

Etant donné que Cycline G interagit physiquement avec ASX, un composant du
complexe PR-DUB, il est également important de déterminer si ce complexe est impliqué
dans le controle du bruit développemental. Une analyse récente montre que des alléles
perte de fonction d'Asx et de calypso augmentent significativement I'AF induite par CycG™,
suggérant que le complexe PR-DUB est aussi impligué dans le contréle du bruit

développemental (Dardalhon-Cuménal et al., en préparation).

De facon intéressante, une étude menée chez C. elegans suggére que des régulateurs
chromatiniens seraient impliqués dans le contréle des variations génétiques, autrement dit
dans la canalisation (Lehner et al., 2006). La distinction entre les concepts de canalisation et
de stabilité du développement n’enléve pas la possibilité que certains mécanismes soient
communs a la régulation des variations génétiques, environnementales, et stochastiques. De
plus, il a été montré chez la levure S. cerevisiae et chez C. elegans que les complexes de
remodelage de la chromatine participent au contrdle du bruit transcriptionnel (Raj et al.,
2010; Raser and O’Shea, 2004). Si les résultats de ce crible liant stabilité du développement
et maintien épigénétique de I'expression des genes sont confirmés en fond isogénique, ils
suggereraient que le rble des régulateurs chromatiniens dans le contréle du bruit
développemental est conservé au cours de I'évolution. Par ailleurs, étant donné que Cycline
G participe avec les protéines de mémoire cellulaire a la régulation de I'expression de genes,
Cycline G pourrait interagir avec ces protéines dans d’autres processus. On peut donc

émettre I'hypothése que Cycline G et les protéines de mémoire cellulaire agiraient
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ensemble, soit dans le controle du bruit transcriptionnel, soit dans la régulation de

I’expression de genes importants pour le controle du bruit développemental.

e Interactions de dilp8 et CycGAP pour maintenir la stabilité du développement ?

Lors des cribles par génes candidats, nous n’avons pas observé d’effet de la perte de
fonction de dilp8 sur I'AF induite par CycG*’. Garelli et al. (2012) rapportent une
augmentation d’un facteur 6 de I’AF de I'aire des ailes par rapport aux contréles, mais pour
des mutants dilp8""%°’?” 3 I'état homozygote. Nous ne pouvions analyser I'effet de cet alléle
a I'état homozygote puisque les transgénes da::Gald et UAS:CycG*’ permettant la
surexpression de CycGAP sont, comme dilp8, localisés sur le chromosome 3. |l sera nécessaire
de réaliser une recombinaison pour faire cette analyse. D’autre part, I'effet de la perte de
fonction de dilp8 sur I'AF a été observé a 26,5°C, une température plus élevée que la
température standardisée de 25°C utilisée pour nos cribles. De plus, Garelli et al. ont calculé
I’AF pour l'aire des ailes, tandis que notre crible impliquait une estimation de I'AF de la
longueur des ailes. Il sera donc intéressant de déterminer si une augmentation de I'AF de

MI00727

longueur des ailes d’individus homozygotes pour dilp8 est détectable avec le protocole

de notre crible.

e Tor et wg, des acteurs de la stabilité du développement ?

Parmi les contextes que nous avons testés, un allele non caractérisé du gene Tor et un
allele amorphe de wg augmentent significativement I’AF de taille des ailes par rapport a la
souche de référence. Ces résultats tres intéressants nous ont conduits a rechercher si ces
geénes sont découverts par des délétions qui augmentaient I’AF lors des cribles a I’échelle du
génome menés par Breuker et al. (2006) et par Takahashi et al. (2011). Aucune délétion
découvrant I'un de ces deux genes n’a été utilisée lors du crible de Breuker et al. Cependant
I'une des délétions remarquées par Takahashi et al. comme modifiant la forme des ailes,
Df(2L)ED778, découvre le gene Tor (et 54 autres génes). Lors de notre crible a I'échelle du
génome, Df(2L)BSC277, une délétion qui découvre une région de 425 kb annotée comme

contenant Tor (et 63 autres génes), induit une diminution significative de I'AF due a la
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surexpression de CycG™ (Tableau 5). Cependant, les résultats obtenus par Takahashi et al. et
lors des cribles par génes candidats suggerent que la perte de fonction de Tor entraine un
effet opposé, a savoir une augmentation de I'AF. |l est possible que la diminution d’AF
observée pour Df(2L)BSC277 soit induite par la perte de fonction d’un autre (ou de plusieurs)
des 62 génes découverts par cette délétion. Les résultats obtenus au cours de ma these ainsi
que ceux de Takahashi et al. suggerent ainsi que le géne Tor, serait impliqué dans la stabilité
du développement. Ce géne est connu pour son role dans la régulation de la traduction et
dans la biogenése des ribosomes. Il sera donc intéressant d’analyser le role de ces processus
dans le contréle du bruit transcriptionnel. De plus, des délétions qui découvrent deux genes
de la voie Insuline/Tor (Pten, qui code un régulateur négatif de la voie InR, et chico, qui code
un adaptateur du récepteur de linsuline) diminuent significativement I’AF induite par
CycG*”. Il sera donc intéressant de déterminer si ces effets sont confirmés lors du crible
secondaire, et s’ils sont dus a la perte de fonction des génes Pten et chico. Une hypothese
séduisante serait que Tor serait impliqué dans le contrOle des variations stochastiques de la

traduction.
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3 Compétition cellulaire et stabilité du développement

e Des différences de niveau de Cycline G entrainent-elles un phénoméne de compétition

cellulaire ?

Au cours de ma these, jai recherché si des clones cellulaires dans lesquels
I’expression de CycG est dérégulée sont soumis a la compétition cellulaire, face aux cellules
voisines sauvages. Les résultats préliminaires semblent indiquer que les clones surexprimant
CycG*? ne seraient pas soumis a de la compétition. En effet, 48h apreés I'induction des clones,
je n’ai observé aucun des marqueurs classiques de la compétition cellulaire dans ces cellules
(induction de hid, activation de la voie JNK, apoptose). Cependant, le faible nombre de
clones observés et leur petite taille ne permet pas de conclure avec certitude. Ces premieres
observations doivent donc étre complétées par une analyse d’un plus grand nombre de
clones, et par I'étude du comportement de clones plus vieux (par exemple 72h aprées
induction). Le systéme d’induction de clones utilisé au cours de mes travaux n’a permis
d’observer gqu’un faible nombre de clones 72h apreés leur induction. Une phase de mise au
point sera donc nécessaire afin d’augmenter le nombre de clones analysables pour chaque
contexte génétique. L’étude du devenir des clones ou CycG™ est surexprimé indiquera s'ils
sont éliminés activement du tissu sauvage par un mécanisme de compétition, ou s’ils cessent

simplement de proliférer.

e La compétition cellulaire est-elle impliquée dans la stabilité du développement ?

La compétition cellulaire est un phénomene observé lorsqu’on créé artificiellement
des tissus composés de deux types cellulaires, qui different par leurs capacités de
prolifération et/ou de croissance (Levayer and Moreno, 2013). De plus, il a été proposé que
la compétition cellulaire pourrait étre un mécanisme de défense, et de maintien de
I’'homéostasie des tissus (Meyer et al., 2014; Moreno et al., 2002). Elle permettrait
d’éliminer des cellules « inaptes » et de les empécher de contribuer au tissu final. Par
exemple, des neurones endommagés pourraient étre éliminés par compétition cellulaire afin

de permettre la régénération du cerveau de drosophile suite a une lésion (Moreno et al.,
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2015). Cependant, la compétition cellulaire pourrait a I'inverse favoriser la prolifération de

tumeurs et I'envahissement de tissus par des métastases (Tamori and Deng, 2011).

Les roles de la compétition cellulaire dans des conditions physiologiques restent peu
connus. A ce jour, seuls quelques cas ont été décrits. |l a été proposé par exemple que la
compétition cellulaire interviendrait dans I’élimination de neurones surnuméraires dans les
ommatidies lors de la différenciation dans le disque imaginal d’ceil de D. melanogaster
(Merino et al., 2013). Un autre réle physiologique de la compétition cellulaire pourrait étre la
régulation fine de la taille des organes, et la stabilité du développement. Les résultats
obtenus lors des cribles par genes candidats sont en accord avec cette hypothése. En effet,
nous avons montré que I'AF élevée induite par la surexpression de CycG* est aggravée par
des mutations de génes impliqués au cours de la compétition cellulaire (hid, bsk, wg, dpp,
fwe, SPARC), suggérant que ces génes seraient aussi impliqués dans la stabilité du
développement. Cependant, la plupart de ces facteurs impliqués dans la compétition
cellulaire interviennent également dans un grand nombre d’autres processus. Il est donc
difficile de conclure sur I'implication de la compétition cellulaire en tant que mécanisme de
contréle du bruit développemental. D’autres études seront nécessaires pour déterminer
quelle(s) fonction(s) de ces génes est/sont requise(s) pour controler le bruit

développemental.

Il serait intéressant d’analyser si tous les contextes génétiques qui abolissent la
compétition cellulaire induisent une diminution de la stabilité du développement et/ou un
défaut de compensation entre la taille et le nombre de cellules dans I'aile adulte. C’'est le
scénario que nous souhaitons tester pour la surexpression de CycG*". On sait déja que la
perte de fonction de hid, qui supprime I'apoptose des cellules perdantes, augmente I'AF de
taille des ailes (Neto-Silva et al., 2009). Cet effet sur I’AF est-il commun a tout contexte
génétique abolissant la compétition cellulaire ? Dans le cas de hid, est-ce que 'augmentation
de I’AF est associée a une perte de la corrélation négative entre la taille et le nombre de
cellules dans I'aile, comme observée pour la surexpression de CycG*"? Un autre contexte
entrainant une forte suppression de I’élimination de clones de cellules perdantes par
compétition cellulaire a été décrit récemment. En effet, des mutations des voies Toll et IMD
(immune deficiency) suppriment la compétition cellulaire dans des clones de cellules

perdantes présentant soit un niveau de Myc plus faible que leurs voisines, soit une mutation
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Minute (Meyer et al., 2014). Il serait intéressant de déterminer si des mutations perte de
fonction de genes codant différents composants de ces voies (1) induisent une
augmentation de I’AF de taille et de forme des ailes, (2) augmentent I’AF induite par la
surexpression de CycG*, (3) altérent la corrélation négative entre taille et nombre de
cellules dans I'aile adulte. Une telle étude permettrait de savoir si un défaut de compétition
cellulaire peut affecter I’homéostasie des tissus (et en particulier la stabilité du
développement) et se traduire par un défaut de régulation fine de la taille des organes. Une
telle corrélation renforcerait I’hypothése d’un réle physiologique de la compétition cellulaire

dans I’homéostasie des tissus.
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Cycline G et le maintien de I'homéostasie des tissus au cours du développement chez Drosophila
melanogaster

L’homéostasie des tissus et la formation d’organes fonctionnels au cours du développement mettent
en jeu un équilibre entre prolifération, croissance, mort et différenciation des cellules. Cycline G de
D. melanogaster est une protéine impliquée dans plusieurs de ces processus de maintien de
I’'homéostasie tissulaire.

Au cours de ma thése, j'ai montré que Cycline G est impliquée dans le maintien épigénétique des
identités cellulaires au cours du développement. En effet, CycG interagit avec des genes codant des
facteurs chromatiniens des groupes Polycomb (PcG) et Trithorax (TrxG), impliqués respectivement
dans le maintien d’un état réprimé ou activé des genes au cours des divisions cellulaires. Ces
interactions correlent avec une modification du profil d'expression des génes homéotiques Scr et
Ubx, qui suggere un role de Cycline G dans la répression de ces genes.

Je me suis également intéressée au role de CycG dans la stabilité du développement (SD), qui
participe au maintien de 'homéostasie en contrdélant les variations stochastiques des processus
développementaux. En effet, la surexpression de CycG induit une asymétrie visible de la taille des
ailes des mouches, indiquant que la SD est altérée. L'étude des bases génétiques de ce processus par
une analyse de genes candidats suggére que des genes PcG et trxG jouent un role dans la SD. Par
ailleurs, I'asymétrie induite par CycG est aggravée par des mutations des effecteurs de la compétition
cellulaire, un mécanisme via lequel des cellules entrainent I'apoptose de cellules voisines de moindre
capacité proliférative. Ces résultats soulévent l'intéressante possibilité d’une implication de la
compétition cellulaire dans la SD.

Mots clés : Cycline G, homéostasie tissulaire, stabilité du développement, épigénétique, drosophile

Cyclin G and tissue homeostasis during development in Drosophila melanogaster

Tissue homeostasis and formation of functional organs during development require a precise balance
between proliferation, growth, cell death and differentiation. Drosophila Cyclin G is involved in
several of these processes.

During my PhD, | showed that Cyclin G is implicated in epigenetic maintenance of cell identities
during development. Indeed CycG interacts with genes of the Polycomb (PcG) and trithorax (trxG)
groups that encode chromatin factors involved in the maintenance through cell divisions of
repressed or active transcriptional state of genes, respectively. These interactions correlate with a
change of the homeotic genes Scr and Ubx expression profile, suggesting a role for Cyclin G in the
repression of these genes.

| also addressed the role of CycG in developmental stability that participates in tissue homeostasis by
buffering stochastic variations of developmental processes, also known as developmental noise.
CycG overexpression induces a visible asymmetry of wing size, indicating that developmental stability
is impaired. Genetic and cellular bases of this process are poorly understood. The results of a gene
candidate approach suggest that PcG and trxG genes contribute to developmental stability. Besides,
CycG-induced asymmetry is increased by mutating effectors of cell competition, a phenomenon
through which cells induce apoptosis of less fit neighbour cells. These observations raise the question
of a role for cell competition in developmental stability.

Keywords: Cyclin G, tissue homeostasis, developmental stability, epigenetics, drosophila



