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Nomenclature :

Ac: Achaete

ADN : acide désoxyribonucléique

APF : apres formation de la pupe

ARN : acide ribonucléique

AS-C : complexe Achaete- Scute

Baz : Bazooka

bHLH : facteur de transcription basiques de type hélice-boucle-hélice
Brat : Brain tumor

Caps : Capricious

Cas : Castor

Ces-1: Cell death specification 1

CDK1 : Kinase cycline-dépendante 1

ChIP : Immunoprécipitation de la chromatine

ChIP-seq : séquencage de I'immunochromatine précipitée
Ci : Cubitus interuptus

CtBP : C-terminal Binding Protein

CSL : pour CBF1-Su(H)-LAG-1, les orthologues de Su(H)
Dx : Deltex

Dpp : Décapentaplegic

DSL : pour Delta-Serrate-LAG-2, représente les ligands de Notch
EB : entéroblaste

EC : entérocyte

ee : cellule sécrétrice

ELAV : Embryonic Lethal Abnormal Vision

EMT : transition épithélium-mésenchyme
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E(spl) : Enhancer of split
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La diversité cellulaire est une caractéristique fondamentale des organismes
pluricellulaires. L’émergence des organismes pluricellulaires coincide avec celle des
cellules spécialisées. Ces cellules, structurées en tissus et organes, assurent les fonctions
vitales nécessaires a la survie de I'organisme. Mise en place progressivement au cours
du développement, la spécialisation des cellules repose sur le processus de
détermination cellulaire.

La détermination cellulaire consiste en un engagement des cellules vers un destin
donné et permet de générer une multitude de types cellulaires différents. Ce processus
est initié par des facteurs internes ou externes a la cellule. Ils déclenchent une cascade
d’activation aboutissant a la production d’'une combinaison spécifique de facteurs, un
« code moléculaire » propre a chaque identité. Quels sont ces facteurs? Comment
contrdlent-ils la mise en place de l'identité cellulaire ? A partir du moment ou la cellule
est engagée dans une identité cellulaire, elle développe les caractéristiques structurelles
propres a l'identité (par exemple le neurone développe des dendrites et des axones),
autrement dit elle se différencie. Quels sont les facteurs qui influencent la mise en place
de l'identité cellulaire? En quoi la détermination cellulaire influence-t-elle le
déroulement de la différenciation ?

Le laboratoire ou j'ai effectué ma these a pour but de décrypter les mécanismes
controlant I'acquisition de I'identité cellulaire. A cette fin, un lignage simple, stéréotypé,
ou cycle et détermination cellulaires s’entrecroisent est analysé : le lignage des soies
mécanosensorielles de la drosophile. Néanmoins, malgré sa simplicité, les facteurs
permettant de générer cinq types cellulaires différents a partir d’'une cellule précurseur
unique ne sont pas totalement identifiés. En effet, s’il est déja connu que l'activation
différentielle de la voie Notch a chaque division est essentielle a I'acquisition des
différentes identités, ce mécanisme utilisé de maniere itérative a chaque division
n’explique pas I'obtention une telle diversité cellulaire.

Au cours de ces quatre années de theése, j’ai eu pour objectif d’identifier des
facteurs participant a la mise en place de I'identité dans le sous-lignage neural des soies
mécanosensorielles. Pour cette étude, mon intérét s’est porté sur les protéines de la
superfamille Snail, des facteurs connus pour leur implication dans la neurogenese. Mes
expériences montrent que deux de ces facteurs, Escargot et Scratch, sont spécifiquement
exprimés dans le sous-lignage neural. Leur analyse fonctionnelle m’a permis de montrer
qu’Esg et Scrt sont requis a deux moments distincts de la formation de ce sous-lignage :

(i) d’'une part ils participent de maniere redondante au maintien l'identité du précurseur






neural pllb en contrecarrant les fluctuations supraliminales de l'activité de la voie Notch.
Mes données suggerent également qu'Esg et Scrt permettraient ce maintien en
réprimant I'expression des génes cibles de la voie Notch, diminuant ainsi la compétence
de cette cellule a répondre au signal Notch. (ii) d’autre part Esg et non Scrt est impliqué
dans la différenciation neuronale. Cette régulation s’effectuerait par le controle de la
dynamique d’expression de facteurs impliqués dans la détermination neuronale tel que

Prospero.
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Figure 1 : Relation entre potentialité cellulaire et spécification de I'identité



I. La détermination cellulaire et la mise en place de lI'identité.

Les organismes pluricellulaires sont composés de nombreux types cellulaires
différents possédant des caractéristiques structurales et moléculaires distinctes. La
formation et I'organisation spatiale des cellules en organes et tissus sont des étapes
finement contrdlées par des processus clés (divisions, détermination, apoptose et
morphogenese cellulaires) lors du passage de 'embryon a I'adulte. Ce premier chapitre
sera consacré a lI'un de ces processus qui est au coceur de mon projet de these: la

détermination cellulaire.
1. Quelques définitions
(1) Potentialité cellulaire

La potentialité d’une cellule est sa capacité a produire différents types cellulaires.
Le zygote est une cellule totipotente, autrement dit elle possede le plus haut niveau de
potentialité (Fig.1, gauche). Elle est capable de générer tous les types cellulaires
présents chez 'adulte et de les organiser pour générer un organisme entier. Les cellules
souches embryonnaires, issues des premieres divisions du zygote, sont dites
pluripotente (Fig.1, milieu). Elles possedent le méme niveau de potentialité que le
zygote mais elles ne sont plus capables d’organiser ces cellules pour générer un
organisme entier.

Au fur et a mesure des divisions, les cellules se spécialisent et leur potentialité
décroit. Elles deviennent multipotentes et ne peuvent produire qu’'une fraction du panel
des types cellulaires présents chez un organisme.

A la fin du développement, la plupart des cellules sont spécialisées (Fig.1, droite).
Elles ne sont capables de produire qu'un seul type cellulaire, une identité terminale avec
des caractéristiques précises. Seules les cellules souches gardent une forte potentialité
cellulaire et sont capables de produire un grand nombre de types cellulaires. Elles
permettent ainsi le renouvellement des tissus et la réparation de lésions.

Toutefois il est a noter que la perte progressive de potentialité implique un
passage par des états intermédiaires avant d’aboutir a l'identité terminale et de
développer les caractéristiques propres a la cellule mature. Ainsi, par exemple, un
zygote ne devient pas directement un neurone. Il adopte d’abord l'identité de cellules

intermédiaires menant a I'identité neuronale, autrement dit le lignage neuronal.
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Figure 2 : Les différents types de mécanisme de détermination cellulaire

Schéma des mécanismes de détermination intrinséque (A) et extrinséque (B). (A) Les
signaux intrinséques correspondent a une variation interne de la cellule qui conduit a son
changement d’identité. (B) Les signaux extrinséques (éclair rouge) sont apportés par
'environnement de la cellule.



(2) Spécification Versus Détermination

L’engagement d'une cellule vers une identité cellulaire peut étre découpé en deux
phases : la spécification et la détermination. La premiere étape, la spécification, est un
état transitoire et réversible. La cellule commence a s’engager dans une voie mais un
retour a I'état précédent est toujours possible. La deuxiéme étape, la détermination, est
un engagement irréversible de la cellule vers une identité cellulaire. Elle ne correspond
pas a un changement morphologique visible de l'état de la cellule. Au niveau
moléculaire, cela aboutit a I'activation de facteurs de transcription spécifiques qui vont
controler 'activation ou la répression de genes impliqués dans la différenciation des

cellules.
(3) Différenciation cellulaire

La différenciation correspond a la mise en place des caractéristiques moléculaires
et structurales correspondantes au type cellulaire induit lors de la détermination. Ce
processus implique généralement des changements de la morphologie cellulaire. Par
exemple, pour un neurone cela correspondra au développement des projections
cytoplasmiques (appelées neurites) et a leur connections avec l’environnement

cellulaire.

2. Les mécanismes de détermination cellulaire

Le choix de la cellule d’'une identité donnée, versus tous les autres destins
possibles, est gouverné par des signaux recus par celle-ci lors de sa détermination. On
distingue deux types de signaux : ceux provenant de la cellule elle-méme (intrinseques,
Fig.2A) et ceux produits par 'environnement (extrinseques, Fig.2B). La combinaison de
ces différents messages enclenche un programme de différenciation précis. La variation
ou l'altération d’un seul de ces signaux aboutit a la production d’'un type cellulaire
completement différent pouvant ainsi remettre en cause l'intégrité/la fonctionnalité
d’un tissu.

A quoi correspondent exactement ces signaux intrinséques et extrinseques ?
Comment génerent-ils des identités cellulaires différentes ? Comment sont-ils régulés ?
Dans cette partie, en prenant comme exemples différents systémes ayant beaucoup
contribués dans la réponse a ces questions, je vais résumer les connaissances majeures

sur les facteurs controlant la détermination cellulaire.






(1) Les signaux intrinseques

Le systeme nerveux est probablement le tissu le plus diversifié en terme de types
cellulaires. Outre la production de cellules gliales, les cellules souches neurales (NSCs)
donnent naissance a des centaines de types de neurones différents (variations dans la
forme, dans le nombre de projections, dans les facteurs exprimés), générant ainsi les
neurones et les cellules gliales a l'origine du cerveau et de la colonne vertébrale. Le
nombre et la position de chaque type de neurones sont trés précis et stéréotypés, avec
des connexions neuronales bien définies. Or cette diversité repose en partie sur deux
mécanismes de détermination intrinseques établis dans les NSCs: la répartition
asymétrique de facteurs de détermination lors de la division et la variation temporelle
de I'expression de facteurs de transcription. La formation du systeme nerveux central, et
plus particulierement les NSCs, me serviront donc pour illustrer ces deux types de

signaux intrinseques.
a. Division asymétrique : les neuroblastes de drosophile

Dans un schéma de division cellulaire classique, la cellule mére génére deux
cellules filles identiques du point de vue génétique et qui acquierent la méme identité.
Or, la définition méme de cellule souche est en contradiction avec ce modele. En effet,
une cellule est qualifiée de « souche » lorsqu’elle est capable de s’autorenouveller tout
en donnant naissance a une cellule qui adopte un destin différent. Ainsi, bien qu’ayant
héritées du méme contenu génétique, les cellules filles n’'ont pas la méme identité : 'une
conserve le caractére « souche » alors que 'autre se spécialise. Comment cette différence
d’identité est-elle générée ?

Les NSCs de la drosophile, ou neuroblastes, sont présents lors de deux phases du
développement (embryonnaire et larvaire) avant de disparaitre lors du passage de la
larve a I'adulte (pupaison). Lors de 'embryogeneése, les neuroblastes sont sélectionnés
parmi les cellules du tissu neuro-épithélial grace au processus d’inhibition latérale (voir
introduction, chapitre I1.2.1 pour plus de détails). Apres leur sélection, alors que les
autres cellules voisines acquierent lidentité épithéliale, les neuroblastes sont
caractérisés par une délamination vers l'intérieur de 'embryon. A chaque division, le
neuroblaste génére une large cellule apicale qui garde I'identité « souche » et une petite
cellule basale appelée «cellule meére ganglionnaire» (GMC). Par la suite, la GMC,

considérée comme un progéniteur intermédiaire, se divise une nouvelle fois, donnant

4



Induction externe

)\

O
($3-£3-4-(F-&),

Mise en place des domaines corticaux

Répartition des déterminants cellulaires

Orientation du fuseau mitotique

¢ Déterminants cellulaires

/\ Domaine cortical

@ Noyau
— Microtubules

D

Figure 3 : Etapes majeures de la division asymétrique

lllustration des étapes majeures de la division asymeétrique : polarisation de la cellule
grace a un signal externe (A), mise en place des domaines corticaux en accord avec ce
signal (B). Les domaines corticaux dirigent la répartition a chaque péle des déterminants
cellulaires (C) et l'orientation du fuseau mitotique (D), conduisant a la ségrégation
asymétrique des déterminants cellulaires (E).

Adapté de Goncsy, 2008.



naissance a des cellules neurales différenciées (neurones ou cellules gliales) (revue par
Knoblich, 2001).

Des études ont montré que, lors de la division, le neuroblaste génere deux cellules
filles qui n’héritent pas du méme contenu cytoplasmique. Ce processus, appelé division
asymétrique, est a l'origine des différences d’identités résultantes. Quels sont les
facteurs hérités par chacune des cellules filles ? Par quel mécanisme sont-ils répartis de
maniere asymétrique au moment de la division ? Comment induisent-ils des identités
différentes ?

Une altération de I'asymétrie des divisions des neuroblastes conduit a des défauts
de mise en place de I'identité des cellules filles. Ainsi on observe une hyperprolifération
du tissu due a une augmentation du nombre de neuroblastes ou bien a une hypotrophie
du systeme nerveux a cause de leur différenciation précoce. Sur ces critéres, de
nombreux facteurs impliqués dans I'asymétrie des divisions ont pu étre mis a jour et ont

permis de brosser une image plus claire du processus.

La division asymétrique peut étre décomposée en quatre étapes majeures (Fig.3):

(1) La cellule se polarise en fonction des signaux extérieurs recus (par exemple la
polarité du tissu), brisant la symétrie de la cellule (Fig.3A) ;

(2) Un domaine cortical est mis en place a un pole de la cellule suite a la réception
du signal de polarisation, créant un axe de polarité (Fig.3B).

(3) Le domaine cortical initie une accumulation asymétrique de déterminants
cellulaires a chaque pdle de la cellule (Fig.3C).

(4) Enfin le fuseau mitotique, orienté par les protéines du domaine cortical,
s’aligne parallelement a l'axe de polarité (Fig.3D), permettant ainsi la

ségrégation inégale des déterminants cellulaires dans les cellules filles (Fig.3E).

Contrairement a certain modeéle de division asymétrique ou la cellule se polarise
suite a un signal externe, le neuroblaste hérite lors de sa délamination de la polarité
apico-basale déja présente dans le tissu neuro-epithelial (Fig.4A) (Schober et al., 1999 ;
Wodarz et al., 1999). Ainsi il conserve au pdle apical la localisation d’'un complexe
protéique cortical composé des protéines Bazooka (Baz, orthologue de Par3), DmPar6 et

DaPKC (une protéine kinase C atypique) (Fig.4B).
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Figure 4 : Division asymétrique du neuroblaste embryonnaire de drosophile

Schéma de la division du neuroblaste embryonnaire de drosophile. Apical en haut, basal
en bas. (A) Le neuroblaste délamine de I'épithélium et hérite de la polarité apico-basale
du tissue. (B) Le neuroblaste, en accord avec sa polarité, forme un complexe apical
composé de Bazooka (vert), Inscutable (rouge) et Pins (bleu). (C) Le domaine apical
induit 'accumulation de facteurs tels que Numb, Brat, Prospero et Miranda (beige) au
pble opposé. lls contrélent également l'alignement du fuseau mitotique. (D) Aprés la
division, les facteurs du péle basal sont hérités uniquement par la cellule fille GMC.

Adapté de Knoblich, 2001



Ces protéines assurent la coordination des étapes finales nécessaires a I'asymétrie
de la division : (1) d’'une part en induisant la localisation au pdle basal des facteurs de
détermination Numb, Brain tumor (Brat) et Prospero (Pros). En effet, la kinase DaPKC,
en phosphorylant Numb et Miranda, une protéine adaptatrice liée a Pros et Brat,
provoque leur exclusion du cortex apical et par conséquent leur accumulation au péle
basal (Haenfler et al., 2012 ; Atwood and Prehoda, 2009) (Fig.4C). (2) d’autre part en
controlant I'orientation du fuseau mitotique afin qu'’il s’aligne parallelement au plan de
I’épithélium sus-jacent. La liaison de Baz avec la protéine adaptatrice Inscutable (Insc)
permet 'ancrage a la membrane d’'un complexe composé de Partner of Inscutable (Pins),
Goi et Mud, qui assure la liaison avec les microtubules astraux impliqués dans
'orientation du fuseau mitotique (Kraut et al.,, 1996 ; Izumi et al., 2006 ; Siller et al,,
2006).

La coordination de ces deux processus assure que seule une des cellules fille hérite
de Pros, Brat et Numb (Fig.4D). Une perturbation de cette ségrégation asymétrique
aboutit a des défauts dans I'identité des cellules filles.

En effet, le facteur de transcription Pros est un facteur clé dans la détermination de
la GMC. Peu apres la division, I'’entrée de Pros dans le noyau, suite a la dégradation de
Miranda, est suffisante pour induire la sortie du cycle cellulaire et la mise en place de
I'identité GMC. Ainsi une perte de I'ancrage de Pros a la membrane des neuroblastes
provoque leur différenciation précoce en GMC (Shen et al., 1997). Inversement, la perte
de fonction pros conduit a un défaut de différenciation des GMC, a une surproduction de
cellules souches (Betschinger et al., 2006).

Le répresseur post-transcriptionnel Brat aurait quant a lui deux fonctions : d’'une
part il participe avec Miranda a la localisation asymétrique de Pros (Lee et al., 2006) et
d’autre part il active I'expression de pros (Lee et al., 2006), la sortie du cycle cellulaire et
'activation de facteurs de différenciation dans la GMC (Lee et al., 2006 ; Betschinger et
al., 2006).

La protéine Numb, un inhibiteur de 'activation de Notch (Guo et al., 1996), joue
quant a elle un role primordial dans les neuroblastes larvaires de type Il. Dans ce type
cellulaire, la cellule souche donne naissance non pas a une GMC mais a un progéniteur
neural intermédiaire (INP). Cette cellule se divise asymétriquement pour s’auto-
amplifier tout en donnant naissance a des GMCs (Bowman et al. 2008). Or l'inhibition de

la voie Notch dans les INP, assurée par Numb, est nécessaire a leur différenciation. Ainsi






la perte de fonction numb résulte dans 'activation ectopique de la voie Notch dans INP

et a un défaut de leur différenciation (Bowman et al. 2008).

Pour conclure, la ségrégation asymétrique de facteurs de détermination lors de la
division permet d’engendrer l'expression différentielle de facteurs de différenciation,
conduisant a la génération de deux cellules filles d’identités différentes. Cependant il
existe également des signaux de type intrinseque qui agissent indépendamment de la
division.

b. Facteurs temporels : formation du systéme nerveux central

Lors de la formation du cortex chez les vertébrés, les NSCs produisent
séquentiellement les différents types de neurones. Or des NSCs cultivées
individuellement in vitro sont capables de récapituler la séquence de production de
neurones observée in vivo (Qian et al., 2000 ; Shen et al., 2006 ; Gaspard et al., 2008).
Ainsi un méme progéniteur neural est capable de changer sa potentialité et de générer
des cellules d’identités différentes. Or, dans ces conditions de culture isolée, ce
changement ne peut pas résulter d'un signal provenant des cellules adjacentes.
Comment une méme cellule, sortie de son contexte physiologique et de toute régulation
par son environnement, peut-elle changer sa potentialité cellulaire au cours du temps ?

Un phénomene semblable est observé avec les neuroblastes d’embryon de
drosophile. Chaque neuroblaste est a l'origine d'un lignage cellulaire particulier en
accord avec sa position le long de la corde ventrale (Fig.5A et Fig.13A). Il produit chaque
type de descendant dans un ordre tres stéréotypé (Schmid et al., 1999). Ainsi le
neuroblaste NB 7-1, formé précocement, donne naissance entre 16 et 22 neurones dont
cing motoneurones (U1-U5), un groupe d’'interneurones et de cellules gliales (Schmid et
al,, 1999) alors que le NB 7-3 est a l'origine de la formation d’'un motoneurone et trois
interneurones (EW1-EW3).

Des études ont montré, qu’au fil de la production de ces différents types cellulaires,
la plupart des neuroblastes expriment de maniere séquentielle une série de facteurs de
transcription : Hunchback (Hb), suivi de Kruppel (Kr), Pdm1 et Pdm2, Castor (Cas) puis
Grainyhead (Grh) (Fig.5B) (Isshiki et al., 2001 ; Brody et Odenwald, 2000 ; revue par
Maurange, 2012). Comme les NSCs de souris, les neuroblastes de drosophile cultivés in
vitro récapitulent les lignages observés in vivo, notamment en maintenant la séquence

de facteurs de transcription décrite ci-dessus (Brody et Odenwald, 2000). Comment
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Figure 5 : Acquistion de I'identité dépendante du temps dans les neuroblastes de
I’embryon de drosophile

(A) Schéma représentant le lignage de différents neuroblastes. Noter que chaque
neuroblaste développe un lignage spécifique et les projections neuronales qui en
résultent sont différentes. De Isshiki et al., 2001 (B) Schéma du réseau d’interaction
permettant la transition temporelle de lidentité des neuroblastes. (C) lllustration de
'impact de la mutation d'un facteur de transcription temporel sur lidentité des
neuroblastes. GMC, cellule mére ganglionnaire; Hb, Hunchback en rose; Kr, Kruppel en
vert; Cas, Castor en violet; Pdm, POU domain protein en bleu; Grh, Grainyhead en
orange.
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cette séquence d’expression est-elle initiée ? Joue-t-elle un role dans le changement de
potentialité des neuroblastes ?

Les neuroblastes effectuant des divisions asymétriques, il est possible d’envisager
que ces changements de capacité sont la conséquence de la répartition différentielle de
facteurs comme décrit dans la section précédente. Or I'inhibition de la division au début
de I'expression de Kr ne modifie pas cette séquence d’expression (Grosskortenhaus et
al, 2005), indiquant qu’'un phénomene supplémentaire est en jeu. La modification
d’identité des neuroblastes découle donc d’'un mécanisme interne indépendant de la
division cellulaire. La seule variable qui reste donc envisageable pour la modification
d’identité des neuroblastes est le temps. Comment une variation temporelle peut-elle
controler I'expression séquentielle de facteurs de transcription ?

Des études ont pu mettre en évidence que ces facteurs de transcription eux-mémes
sont a l'origine de cette cascade d’expression. Ils sont donc appelés Facteurs de
Transcription Temporels (TTF). Par un jeu de régulations croisées, la progression
temporelle permet cette séquence d’expression et la modification d’identité des
neuroblastes. Dans ce systéme, le premier facteur (Kr) active I'expression du suivant
(Pdm) mais réprime celle du troisieme (Cas). A son tour, le deuxiéme facteur (Pdm)
active I'expression du troisieme (Cas) tout en réprimant celle du premier (Kr) et ainsi de
suite (Fig.5B).

De ce fait, la perte ou le maintien de l'expression d'un seul de ces facteurs
interrompt la cascade d’expression Hb -> Kr -> Pdm -> Cas -> Grh. Par exemple, lors de
la perte de fonction du gene pdm, I'expression du géne kr n’est plus réprimée alors que
en parallele celle de cas n’est plus activée (Fig.5C). Les neuroblastes continueront donc
d’exprimer kr et produiront les identités correspondantes a ce facteur (Tran et Doe,
2008). Ce jeu de régulations croisées est un systéme robuste, indépendant des divisions
cellulaires, qui assure que le facteur initial soit rapidement éteint tout en évitant
I'expression précoce des facteurs en aval de la cascade.

Toutefois, une des propriétés des TTFs est qu'ils ne sont pas a proprement parler
des déterminants cellulaires. Ils ne conduisent pas a l'acquisition d'une identité
particuliere mais plutot a une transition de I'identité engagée par le précedent TTF vers
une nouvelle. Ainsi, le type cellulaire obtenu a la suite de I'expression d'un TTF ne sera
pas le méme en fonction de la localisation du neuroblaste dans la corde ventrale. Par

exemple, I'expression de hb dans le lignage NB 7-1 correspond a la formation des deux






premiers motoneurones Ul et U2 alors que dans le lignage NB 7-3 cela conduit a la
formation du premier interneurone EW1. De ce fait I'altération de I'expression de hb
n’aura pas les mémes conséquences sur le lignage. La perte de fonction induit une perte
des cellules normalement Hb+: les motoneurones Ul et U2 pour le NB 7-1 et
I'interneurone EW1 pour le NB 7-3. Réciproquement, un gain de fonction hb induira la
production de lignages composés uniquement de motoneurones de type U1/U2 pour le
NB 7-1 et d'interneurones EW1 pour le NB 7-3 (Isshiki et al.,, 2001). En conclusion les
TTFs ne sont pas des déterminants cellulaires a proprement parler mais ils contrélent

toutefois I'identité temporelle des neuroblastes.

Pour résumer, la progression temporelle est un mécanisme de détermination
intrinseque. Elle permet I'expression séquentielle de facteurs de transcription via une

boucle d’auto-régulation et un changement d’identité des cellules.
(2) Les signaux extrinséques

Le mécanisme de détermination extrinseque concerne tous les signaux provenant
de I'environnement et influencant la destinée d’'une cellule. Il existe deux grandes
familles de signaux extrinséques : les signaux chimiques, correspondant a des molécules
captées par les cellules grace a des récepteurs spécifiques, mais également les signaux
physiques, avec par exemple la tension mécanique appliquée sur une cellule/tissu ou les
variations de température. Dans le cadre de la compréhension de mes travaux de these,
je vais me concentrer principalement sur les signaux de type chimique, notamment les
polypeptides sécrétés et transmembranaires. Ce type de détermination extrinséque sera
part la suite appelée communication cellulaire.

La communication cellulaire peut étre découpée en deux phases: I'envoi d'un
signal sous la forme de protéines sécrétées ou de ligands transmembranaires, et la
réception de ce signal par une cellule compétente. La notion de compétence sous-entend
d’'une part que la cellule posséde les récepteurs spécifiques au signal et qu’elle soit
d’autre part capable de transduire et de répondre a cette activation.

Ainsi I'établissement de la communication cellulaire implique une coordination
spatiale et temporelle entre le moment d’émission du signal et l'acquisition de la

compétence par la cellule réceptrice.
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Figure 6 : Formation de I’axe antéro-postérieur dans le disque d’aile de drosophile

(A-B) lllustration de la formation du compartiment antéro-postérieur dans le disque d’aile
de drosophile. Un trait rouge représente la frontiére. L'antérieur est a gauche et le
postérieur a droite. (A) Disque d’aile entier. Cellules exprimant engrailed (En) en bleu clair
et decapentapltegic en orange. La protéine Hedgehog (Hh) est en violet et Cubitus
interuptus (Ci) en bleu foncé. (B) Grossissement des cellules adjacentes a la frontiére. La
protéine Hh est représentée par des triangles violets, son récepteur Patched (Ptc) en vert
et la protéine adaptatrice Smoothen (Smo) en rose. Noter que la liaison de Hh a Ptc induit
la transformation de Ci d’'une forme répressive en une forme activatrice de I'expression
des genes dpp et pfc.



a. Morphogénes sécrétés : établissement du compartiment antérieur et

du compartiment postérieur dans le disque d’aile de la drosophile

La formation de compartiments lors du développement est un exemple classique
de communication cellulaire. Un compartiment correspond a une population de cellules
au sein d’'un organe qui ne se mélange pas avec les cellules adjacentes. Or les cellules de
chaque compartiment communiquent entre elles, créant un centre organisateur a la
frontiére entre les différentes populations et prévenant un mélange entre les types
cellulaires. L’établissement du compartiment antéro-postérieur des disques imaginaux
de l'aile, de « petits sacs » de cellules précurseurs, dont dérivent I'aile et le thorax de la
drosophile adulte (appelés disques d’aile) me servira d’exemple pour ce phénomene.

Au début des stades larvaires, les cellules composant le disque d’aile n’expriment
pas toutes les mémes facteurs. Le facteur de transcription Engrailed est uniquement
exprimé par les cellules de la région postérieure (Klein, 2001). Dans ces cellules,
Engrailed active d'une part la production de la molécule de signalisation Hedgehog (Hh)
et réprime d’autre part I'expression du gene codant le facteur de transcription Cubitus
interuptus (Ci) (Schwartz et al., 1995 ; Tabata et al., 1995). En absence d’Engrailed, les
cellules de la région antérieure ne produise pas Hh mais exprime le gene ci (Fig.6A).

Hh est une molécule sécrétée qui diffuse sur de courtes distances (soit dans cet
exemple a la surface des cellules postérieures et quelques rangées de cellules de la
région antérieure). Sa liaison avec son récepteur Patched (Ptc), présent au cortex de
toutes les cellules du disque d’aile, bloque le clivage de Ci qui est alors transformé en
activateur transcriptionnel (Revue par Jacob et Lum, 2009). Il est a noter qu’en absence
de signal, Ci est présent sous une forme tronquée qui agit comme un répresseur
transcriptionnel.

Les cellules postérieures présentent Ptc a leur surface. Cependant le facteur
Engrailed inhibant la production de Ci, elles ne sont pas compétentes pour transduire ce
signal. Ainsi I'expression des genes cibles n’est pas activée dans la région postérieure.
Les cellules antérieures les plus éloignées de la frontiere, bien que produisant Ci et donc
compétentes, ne recoivent pas Hh. Le facteur Ci étant sous forme de répresseur,
I'expression des genes cibles dans ces cellules est réprimée. Par contre, les cellules
antérieures proches de la frontiere sont suffisamment proches de la source de Hh pour
recevoir ce signal et y répondre en activant l'expression de genes cibles tel que

decapentaplegic (dpp) (Fig.6B ; Tabata et Kornberg, 1994).
10



A

Signalisation Signalisation
inverse _ classique
Ephrin
Adhésion G ‘
cellulaire ) Repulsion
Eph
B Ephrine—=Eph<«—=Ephrine—=Eph<«—Ephrin C

Figure 7 : La voie de signalisation Eph-Ephrin dans la formation des rhombomeéres
et la croissance axonale

(A) Représentation du signal Eph-Ephrin. Le récepteur Eph en orange et le ligand Ephrin
en bleu. (B) Formation des rhomboméres (R1-R6) du tronc cérébral. Noter que
l'interaction entre Eph (orange) et Ephrin (bleu) conduit a la séparation des cellules en
populations distinctes en fonction de la molécule présente a leur surface. Adapté de
Trainor et Krumlauf, 2000 (C) Linteraction entre Eph et Ephrin lors de la croissance
axonale conduit a I'émission d'un signal répulsif (fleche rouge).



Grace a ce mécanisme, seules quelques rangées de cellules a la frontiére antéro-
postérieure expriment Dpp et forment ce que I'on appelle un centre organisateur. Cette
zone controle la croissance et la morphogenese de I'aile selon un axe antéro-postérieur
(Ingham et Fietz, 1995 ; Guillén et al., 1995).

En plus de son role dans la formation du centre organisateur, Hh participe
également au maintien de la frontiere entre les compartiments en évitant que les
cellules d’'un compartiment se mélangent avec celles du compartiment voisin. En effet,
'exclusion réciproque des cellules de chaque compartiment résulterait d’'une différence
d’affinité entre elles (revue par Dahmann et Basler, 1999). Or 'activation du signal Hh
modifierait I'affinité des cellules, les empéchant ainsi de se mélanger aux cellules ne
recevant pas le signal ou non compétentes a le recevoir (Blair et Ralston, 1997).

Pour résumer, l'activation du signal Hh permet la formation d'un centre
organisateur et la séparation des deux populations cellulaires par modification d’affinité.
La limitation stricte de 'activation du signal a quelques rangées de cellules a la frontiére
des deux compartiments résulte d'une combinaison entre le lieu de production du signal
et la localisation des cellules compétentes a sa transduction. Un méme type de
mécanisme, impliquant d’autres facteurs, est retrouvé lors de la mise en place de la

frontiere dorso-ventrale (voir introduction chapitre I1.2.2).
b. Contact cellule - cellule : la voie de signalisation Eph-Ephrin

La voie de signalisation Eph-Ephrin contribue a la guidance axonale et la formation
de compartiments dans le systéme nerveux. Elle agit sur de courtes distances par
contact cellule-cellule.

La protéine Eph est un récepteur tyrosine kinase transmembranaire. Sa liaison
avec le ligand Ephrin conduit a sa phosphorylation et au recrutement de facteurs initiant
la transduction de la signalisation « classique ». Dans la cellule réceptrice, I'activation de
Eph provoque un effet répulsif par rapport aux cellules positives pour Ephrin.
Cependant des études montrent que la liaison du ligand Ephrin déclenche une
signalisation inverse dans la cellule émettrice (Briickner et al., 1997 ; Davy et al., 1999),
augmentant son adhésivité (Davy et al., 1999) (Fig.7A).

Chez les Vertébrés, cette voie de signalisation contribue a de nombreuses étapes
du développement, notamment pour la formation du systeme nerveux central. Lors de la
formation du tronc cérébral, la voie de signalisation Eph-Ephrin est requise pour la

séparation des différentes populations de cellules en compartiments appelés
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rhombomeres (Xu et al., 2000). Un rhombomere ne sera constitué que de cellules
positives pour Ephrin et le rhombomere adjacent ne comportera que des cellules
positives pour Eph. Aprés cette réorganisation, les cellules adoptent des identités
distinctes en fonction de leur compartiment (Trainor et Krumlauf, 2000). Ainsi
indirectement la voie Eph-Ephrin participe a I’établissement de 'identité des cellules de
chaque rhombomere (Fig.7B). Lors de la croissance des axones du systéme nerveux
central, le récepteur Eph présent a la surface des axons provoque une redirection du
cone de croissance quand il entre en contact avec des cellules positives pour Ephrin
(Fig.7C). Ainsi cette voie définie le trajet des axones et participe a la différenciation du
neurone (Henkemeyer et al., 1996 ; revue par Klein et Kania, 2014).

En résumé, la liaison de Eph a Ephrin est une voie de signalisation agissant par un
mécanisme de contact entre cellules. L’activation du signal classique et du signal inverse
contribue indirectement a la détermination et a la différenciation du systéme nerveux

central des vertébrés.

3. De la détermination a la différenciation

L’acquisition de I'identité est généralement suivie par la différenciation, autrement
dit par la mise en place par la cellule des caractéristiques structurelles propres a
I'identité concernée. Pour les neurones, ces caractéristiques consistent en des
projections cytoplasmiques (neurites) orientées : les axones peu ramifiés qui s’étendent
sur de longue distances et les dendrites hautement ramifiées qui se propagent
localement. Les projections neuronales assurent la communication entre le systeme
nerveux et les cellules musculaires. Le contrdle de la croissance de ces structures est
essentiel pour assurer une connectivité optimale et une bonne coordination des
fonctions nerveuses et musculaires. Dans ce chapitre je vais vous décrire brievement
comment se met en place la différenciation neuronale et plus particulierement comment
s’arborise le réseau axonal et dendritique.

Il est important de noter qu’en corrélation avec son identité, chaque type de
neurone présente des projections axonales et dendritiques distinctes. Par exemple, les
motoneurones de la drosophile issus des neuroblastes NB 7-1 et NB 7-3, bien que faisant
parti du méme type neuronal, ont une morphologie bien distincte (Schmid et al., 1999).
Alors que les motoneurones du NB 7-1 ont de grandes projections innervant huit
muscles dorsaux, ceux du NB 7-3 sont courts et innervent seulement un nombre plus

réduit de muscles (trois). Comment la mise en place de I'arborisation individuelle des
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Figure 8 : Différenciation des neurones dans le systéme olfactif de la drosophile

(A) Schéma du systéme olfactif de la drosophile. Le lobe antennal est le lieu de
connection des neurones sensibles aux odeurs (ORNs), provenant des organes
sensoriels (sensillium) présents sur les palpes maxillaires et les antennes, avec les
neurones intermédiaires (PNs) qui relayent l'information jusqu’au cerveau. Adapté de
Brochtrup et Hummel, 2011 (B) Résumé des mécanismes contrdlant l'association
spécifigue des ORNs et des PNs. Les niveaux de Sémaphorine1A et de Slit guident
respectivement les dendrites des PNs et les axones des ORNSs vers une région spécifique
du lobe antennal. Ensuite les dendrites des PNs, en fonction de leur niveau de
Capricious, rejoignent un glomérule avec un niveau similaire. Finalement les ORNs,
arrivant plus tard, établissent une connexion avec un PN présentant un niveau similaire
de Teneurines (Ten-m/Ten-a)



neurones est-elle régulée ? Quels types de facteurs et de signaux sont en jeux ? Pour
illustrer comment les facteurs de I'identité neuronale et I'environnement influencent la
croissance des projections neuronales, je vais prendre comme exemple la formation du
systeme olfactif de la drosophile, un réseau avec des connexions neuronales

extrémement précises et stéréotypées.
(1) Le systeme olfactif de la drosophile

La drosophile percoit les signaux olfactifs a partir de petites protrusions
cuticulaires (sensillia) présentes a la surface des antennes et des palpes maxillaires
(Fig.8A). Ces structures sont sensibles aux molécules chimiques grace aux neurones les
innervant qui possédent a leur surface des récepteurs d’odeur. Lorsque ces neurones
sont stimulés, l'influx nerveux est relayé au cerveau en passant par des neurones
intermédiaires (PNs ou LNs).

La connexion entre les neurones sensibles aux signaux olfactifs (ORNs) et les
interneurones (PNs) s’établit au niveau des glomérules du lobe antennal (équivalent du
bulbe olfactif des vertébrés) (Fig.8A). De maniere intéressante, un ORN établira toujours
une connexion avec le méme PN dans un glomérule bien spécifique du lobe antennal
(Revue par Brochtrup et Hummel, 2011). Comment la croissance des neurites des ORN
et PN est-elle régulée pour établir cette connexion unique?

Deux types de signaux sont impliqués : des signaux intrinseques et des signaux
extrinseques. Les signaux extrinseques correspondent a des ligands sécrétés qui
agissent comme molécule attractive ou répulsive (Yu et Bargmann, 2001). Ils « guident »
la projection neuronale jusqu’a sa cible. Quant aux signaux intrinseques, ils controlent
entre autre la compétence des neurones a percevoir ces facteurs. En effet ils activent la
production du récepteur pour ce ligand et sa localisation a I'extrémité de I’axone.

En réponse a ces signaux, le neurone remodele le cytosquelette présent dans ces
projections, permettant un rapprochement ou un éloignement de la source du signal.
Dans cette partie nous allons voir quelques exemples de facteurs impliqués dans la

guidance des PNs et ORNs (Résumé en Fig.8B).

(2) Guidance de la dendrite des PNs

La guidance extrinseque des dendrites des PNs requiert une combinaison de
nombreux facteurs. La Sémaphorine 1A est un ligand transmembranaire exprimée en

gradient dans le lobe antennal. Ce facteur permet de guider la répartition dorso-latérale
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et ventro-médiale des PNs dans le lobe olfactif (Komiyama et al., 2007). En effet, en
fonction du type de PN, la dendrite se développe vers des régions avec une
concentration plus ou moins forte de Sémaphorine 1A (Fig.8B, violet). Toutefois,
plusieurs glomérules ayant la méme concentration de Sémaphorime 14, ce gradient seul
n’explique pas pourquoi un PN rejoint un glomérule spécifique au sein du lobe antennal.

La protéine transmembranaire Capricious (Caps) est présente de maniére
disparate dans le lobe antennal. De maniere intéressante elle est aussi exprimée par
quelques PNs. Cette expression différentielle permettrait un adressage spécifique des
PNs (Hong et al, 2009). En effet, un PN exprimant Caps irait toujours dans un
glomérules Caps positif et inversement (Fig.8B, bleu). Ainsi, la combinaison du gradient
de Sémaphorine 1A et des «ilots » de Caps dans le lobe olfactif contribueraient, avec
d’autres facteurs attracteurs ou répulsifs, a I'adressage spécifique des PNs dans le lobe
antennal.

Cependant, méme si le lobe antennal exprime correctement les différents signaux
de guidance, chaque neurone doit étre pourvu des récepteurs adéquats pour diriger son
axone vers sa cible. L'expression de ces molécules de surface est a son tour régulée par
un programme transcriptionnel intrinseque au neurone. Autrement dit, le neurone
exprime une batterie spécifique de facteurs de transcription qui régule ainsi
indirectement la guidance des axones au niveau global ou local. Par exemple, dans les
PNs, le facteur de transcription Cut contrdle la trajectoire globale des axones jusqu’au
lobe antennal alors que le facteur Drifter agit de maniére plus localisée en régulant
I'adressage spécifique du PN au glomérule (Komiyama et Luo, 2007).

Pour résumer, facteurs intrinseques et extrinseques agissent de concert pour

coordonner I'adressage spécifique des projections neuronales de PNs.
(3) Guidance de I'axone des ORNs

Les axones des ORNs parviennent apres les dendrites des PNs dans le lobe
antennal. La guidance des axones des ORNs vers un PNs spécifique fait également
intervenir des facteurs d’attraction et de répulsions.

Parmi ces facteurs, les récepteurs Roundabout (Robo), Robo2 et Robo3, ainsi que
leur ligand Slit permettent un adressage de I'axone vers un glomérule spécifique (Fig.8B,
violet et vert). Les axones des ORNs ne présentent pas a leur surface la méme
combinaison de récepteurs. Une population exprime Robo seul alors que I'autre exprime

Robo et Robo3. Cette différence d’expression conduit a une séparation des deux
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populations apres leur entrée dans le lobe antennal (Jhavery et al, 2003). Cette
différence de combinaison de récepteur intervient également lors de I'adressage des
axones des ORNS vers un glomérule spécifique (Jhavery et al., 2003).

De maniére similaire au développement des PNs, I'expression de ces récepteurs
dans les ORNs est intrinsequement controlée par des facteurs de transcription tel que
Abnormal chemosensory jump 6 (Acj6) ou Pdm3. Une altération de I'expression de ces
facteurs de transcription dans les ORNs conduit a des défauts de localisation de leur

axones dans le lobe antennal (Komiyama et al., 2004 ; Tichy et al., 2008).
(4) Connexion des ORNs et des PNs

Nous venons de voir que la trajectoire des dendrites des PNs et des axones des
ORNs au sein du lobe antennal est finement controlée et leur permet de cibler un
glomérule spécifique. Un niveau supplémentaire de spécification s’ajoute lors de la
connexion entre ORNs et PNs. En effet ceux-ci s’apparient en fonction de leur
concentration membranaire de Teneurines (Ten-m et Ten-a). Un ORN avec un fort
niveau de Ten-m/Ten-a rejoindra toujours un PN avec une forte expression de Ten-
m/Ten-a et inversement (Fig.8B, rouge et orange). Une modification de ces niveaux

d’expression bouleverse totalement I'appariement des ORN et PN (Hong et al., 2012).

Pour résumer, les facteurs intrinseques, tels que les facteurs de transcription,
controlent l'expression de récepteurs impliqués dans la guidance des axones.
L’expression de ces facteurs étant différente dans chaque neurone, cela crée « un code
moléculaire » unique et donc une réponse spécifique aux signaux de guidance. Ce
modele permettrait d’expliquer la grande diversité observée dans l'arborisation des

projections neuronales.

Il. La voie de signalisation Notch

La voie de signalisation Notch est un mécanisme de communication cellulaire
agissant sur de courtes distances et hautement conservée au sein des métazoaires. Elle
repose sur la liaison entre un récepteur et un ligand transmembranaires présents a la
surface de deux cellules adjacentes. L’activation du récepteur Notch provoque le clivage

de sa région intracellulaire. Cette derniere va directement controler I'expression des
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genes cibles, notamment celle de facteurs intervenants dans la régulation de I'apoptose,
de la prolifération et de la détermination cellulaires.

Les premieres mutations affectant cette voie ont été isolées chez la drosophile il y a
presque 100 ans. Cette étude a montré que la perte de fonction partielle d'un gene,
identifié par la suite comme codant le récepteur transmembranaire Notch, induit un
phénotype «d’aile a encoche » (notched wing). Depuis, ce récepteur et son mode
d’action ont été attentivement étudiés, permettant de mettre a jour son importance
cruciale dans le développement et dans la formation de pathologies telle que le cancer.

Lors de ma these, mes travaux m’ont conduit a analyser les mécanismes ainsi que
les facteurs intervenants dans la régulation de cette voie de signalisation. Je vais
consacrer ce chapitre a la description de la voie de signalisation Notch et ainsi des

mécanismes et des facteurs impliqués dans sa régulation.

1. Ll’émission et la transduction du signal Notch

(1) Caractéristiques du récepteur Notch

La protéine Notch est composée de : (1) une large région extracellulaire (Necd)
contenant des répétitions de type Epidermal Growth Factor (EGF) et des répétitions
riches en cystéines (LNR) et (2) une partie intracellulaire (Nintra) contenant six régions
ankyrine impliquées dans le contact protéine-protéine, un domaine riche en glutamines
et une séquence PEST.

Chez les mammiféeres, lors de la maturation dans I'appareil de Golgi, le récepteur
Notch est clivé par une protéase de type Furin (clivage S1). Ce clivage induit une
séparation de la partie extracellulaire et intracellulaire. Notch sera donc présent a la
membrane sous la forme d’'un hétérodimere lié de manieére non-covalente (Logeat et al.,
1998). Toutefois l'implication de ce clivage sur la fonction du récepteur n’est pas
essentielle pour tous les orthologues de Notch (Gordon et al.,, 2009). De méme, chez la
drosophile, bien que ce clivage existe, il semble étre peu effectif vu que la majorité des
récepteurs présents a la membrane ne sont pas sous forme d’hétérodimeres (Kidd et

Lieber, 2002).
(2) Laliaison de Notch a ses ligands DSL

La liaison du récepteur Notch avec ses ligands transmembranaires DSL (Delta et

Serrate chez la drosophile, Delta et Jagged chez les Vertébrés, LAG-2 et APX-1 chez C.
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Figure 9 : La voie de signalisation Notch

Schéma illustrant la voie Notch. La liaison du récepteur Notch (rose) et le ligand Delta
(bleu) induit le clivage S2 (induit par Kuzbanian) et S3 (induit pas la y-secretase) du
récepteur Notch. La région intracellulaire de Notch (Nintra) est libérée. Nintra rejoint le
noyau ou elle transforme le complexe répresseur en complexe activateur, activant
'expression des génes cibles de la voie. Numb (bleu clair) provoque I'exclusion du
récepteur Notch de la membrane plasmique. Neuralized (Neur, en violet) favorise
'endocytose du ligand Delta, un processus essentiel a la liaison Notch/Delta.



elegans) présents a la surface des cellules voisines induit deux clivages successifs du
récepteur.

Le premier clivage (S2), effectué dans la partie extracellulaire du récepteur, est
catalysé par une métalloprotease de la famille ADAM (Kuzbanian chez la drosophile). Ce
clivage et surtout le raccourcissement de la partie extracellulaire qui en découle, est
essentiel a I'initiation du second clivage intramembranaire (S3) (Mumm et al., 2000).

Le clivage intramembranaire S3, catalysé par le complexe y-secretase (composé
des facteurs presenilin, nicastrin, PEN2 et APH1), induit la libération de la partie
intracellulaire du récepteur (Nintra) (Revue par Fortini, 2002). Apres sa libération, Nintra

est directement transloqué dans le noyau (Fig.9).
(3) La transduction du signal Notch

Les protéines de liaison a 'ADN regroupées sous le terme CSL (CBF1 chez les
mammiferes, Su(H) chez la drosophile et LAG-1 chez le nématode) sont essentielles pour
la régulation transcriptionnelle de I'expression des génes cibles de la voie Notch.

En absence d’activation du signal Notch, les protéines CSL interagissent avec les
facteurs Hairless, Groucho et C-Terminal Binding Protein (CtBP). Cette interaction forme
ce que je désignerai par la suite comme le complexe répresseur qui inhibe 'expression
des genes situés en aval en recrutant des histones déacéthylases (Castro et al.,, 2005 ;
Barolo et al,, 2002 ; revue par Bray et Bernard, 2010). Lorsque la voie Notch est activée,
Nintra se lie a son co-activateur Mastermind (Mam). Ces deux facteurs interagissent
avec les protéines CSL, formant le complexe activateur. Ce complexe va alors activer
I'expression des génes qui étaient auparavant inhibés par le complexe répresseur.

Les protéines CSL ont donc un role pivot dans la transduction du signal Notch,
participant aussi bien a I'activation qu’a la répression des genes cibles de Notch. Quels
sont ces genes cibles ? Comment la bivalence des protéines CSL a-t-elle été mise en
évidence? Comment le complexe répresseur est-il transformé en complexe
activateur apres activation de la voie Notch ? Voici quelques questions essentielles a la
compréhension de la voie Notch aux lesquels je vais essayer de répondre en présentant

les principaux travaux sur le sujet et les différentes hypotheses actuellement en cours.

17



A

groucho E(spl)-Complex
L 0 *
m8 m?7 mS m4m3 mp my md
4T em @ - = - - -

1kbh —

B
-
e SR
- €%
vy -y )
f ﬁ.
m8 m7 mp my md

Figure 10 : Variation de I’expression des génes du locus enhancer of split dans le
disque d’aile de drosophile

(A) Le locus Enhancer of split (E(spl)) chez la drosophile. La ligne représente 'ADN
génomique. Les fleches représentent les transcrits. (B) Expressions des génes E(spl/)m8,
E(spl)m7, E(spl)mB, E(spl)mY et E(spl)/md dans le disque d’aile de drosophile, détectées
par hybridisation in situ.

Schéma et photographies extraits de de Celis et al., 1996.



a. Les genes cibles de la voie Notch: une expression contexte-

dépendante

L’identification des genes cibles de la voie Notch pourrait sembler simple et
consister en une analyse des promoteurs sur lesquels les protéines CSL se fixent. Mais la
réponse des génes a I'activation de la voie est loin d’étre aussi binaire. Certes la réponse
des génes a l'activation de la voie Notch dépend de la fixation des protéines mais aussi
du type cellulaire et de la présence d’autres facteurs.

Parmi les génes cibles de Notch, les mieux caractérisés restent les génes du locus
Enhancer of split (E(spl) chez la drosophile (Fig.10A), orthologues de la famille HES/HEY
des vertébrés) codant des facteurs de transcription basiques de type hélice-boucle-
hélice (bHLH). Bien que I'expression de ces sept génes (m8, m7, m5, m3, mf3, mY et md)
soit régulée par Notch, ils ont des patrons d’expression différents (Fig.10B). Les genes
m8, m7, my, m§ et m3 sont exprimés dans les futurs organes sensoriels du disque d’aile
de drosophile (de Celis et al., 1996b). Cependant m8 et my sont les seuls de ces 5 génes a
étre également exprimés dans les cellules a la frontiere du compartiment dorsal et du
compartiment ventral. Le gene mf est exprimé dans quasiment tout le disque d’aile avec
toutefois une expression plus marquée au niveau de la frontiére dorso-ventrale et des
stries correspondant aux futures veines (la frontiere dorso-ventrale et la formation des
veines sont deux processus régulés en partie par la voie Notch). Finalement I’expression
du gene m5 n’est pas détectée dans le disque d’aile (de Celis et al., 1996b). Bien que ces
sept genes soient tous des cibles de la voie Notch, leur différence de profil d’expression
suggeére que l'expression des genes du locus E(spl) est régulée différemment pour
chaque gene. De plus, cette différence dépendrait du type cellulaire et donc des autres
facteurs présents.

Le qualificatif de « géne cible de la voie Notch » doit donc étre décerné uniquement
en considérant les types cellulaires. Un autre exemple est le géne codant le facteur de
transcription cut chez la drosophile. Dans le disque d’aile, son expression est induite lors
de l'activation de Notch a la frontiere dorso-ventrale (Miccheli et al,, 1997), indiquant
que dans ce contexte cut est une cible de la voie Notch. A contrario, dans le lignage des
soies sensorielles, ou Notch est activé de maniere différentielle a chaque division, il est
exprimé de maniere constante dans toutes les cellules du lignage (Simon et al., 2009),

montrant qu’ici son expression n’est pas contrélée par Notch. Ainsi cut est un gene cible
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de Notch dans le contexte de la formation de la frontiere dorso-ventrale mais pas dans le
lignage des soies.

Lors des analyses visant a comprendre la fonction de Notch, de nombreux autres
genes cibles on été mis a jour. Parmi eux on trouve notamment des régulateurs du cycle
cellulaire (Cycline D, Cdc25, Myc, p21), de la mort cellulaire (Reaper, Hid) et des
composants d’autres voies de signalisation (MAP kinase, EGFR) (Revue par Bray et
Bernard, 2010). Mais la réponse de ces genes a l'activation du signal Notch sera
dépendante des autres facteurs présents. Ainsi la voie Notch peut promouvoir
'activation d’'une voie dans une cellule et réprimer cette méme voie dans une cellule
voisine mais d’un type cellulaire différent (Krejci et al., 2009).

Pour conclure, définir un géne comme une cible de Notch est une question
complexe et dépendante du type cellulaire concerné. La réponse transcriptionnelle d'un
gene sera conditionnée par d’autres facteurs et pas uniquement par Notch. Comment ces
facteurs influencent-ils la réponse transcriptionnelle a la voie Notch ? Nous traiterons ce

point plus loin et je vous présenterai les différentes hypothéses en cours.
b. Mise en évidence de la bivalence des protéines CSL.

La relation entre les protéines CSL et la voie Notch a été mise en évidence par le
fait que les phénotypes observés lors de la perte de fonction du gene Suppressor of
hairless (Su(H), la protéine CSL chez la drosophile) sont tres similaires a ceux dans des
mutants Notch. En effet dans les disques d’aile, la perte de fonction Su(H), tout comme
celle de Notch, induit une augmentation du nombre d’organes sensoriels (Schweisguth
et Posakony, 1992).

L’étude des fonctions de Su(H) par des méthodes moléculaires et génétiques a mis en
évidence que Su(H) se fixe sur '’ADN des promoteurs des genes cibles de la voie Notch,
notamment ceux du locus E(spl), et qu’il contribue a activer leur expression lorsque la
voie Notch est active (Lecourtois et Schweisguth, 1995 ; Bailey et Posakony, 1995). De
plus, ces études ont commencé a dépeindre la bivalence de Su(H), autrement dit son
action activatrice ou répressive en fonction des partenaires auquel il est associé (Nintra

ou Hairless) (Lecourtois et Schweisguth, 1995 ; Bailey et Posakony, 1995).

Néanmoins, cette bivalence de Su(H) n’a été clairement mise en évidence que plus
récemment, notamment avec I'étude de différentes lignées transgéniques comportant

des rapporteurs d’expression de genes. Une de ces lignées comporte une construction
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Figure 11 : La protéine Su(H), activateur et répresseur de I’expression des génes

Expression dans le disque d’aile des rapporteurs comportant des sites de fixation pour
Grainyhead GBE (A), des sites de fixation pour Su(H) provenant du géne E(spl)m8
Su(H),s (B) et GBE + Su(H),,s (C) en amont de la séquence codant la B-Galactosidase.

Photographies extraites de Furriols et Bray, 2001



contenant un promoteur composé uniquement de sites de fixation pour le facteur de
transcription Grainyhead (Grh) en amont d'un géne rapporteur lacZ. Dans des larves de
troisieme stade, 'expression de ce rapporteur est détectée de maniere homogeéne dans
tout le disque d’aile (Fig.11A).

De maniere intéressante, I'ajout au promoteur de cette construction de séquences
correspondant aux sites de fixation pour Su(H) provenant du gene enhancer of split m8
(Su(H)ms) provoque une modification de 'expression du gene rapporteur. D’une part, le
rapporteur est exprimé dans les cellules ou la voie Notch est activée (frontiere dorso-
ventrale, organes sensoriels et tissu interveineux) et cette expression est plus forte
qu’avec la construction précédente (Fig.11C). D’autre part, dans les cellules ou la voie
Notch n’est pas activée, le rapporteur n’est pas exprimé alors qu'’il était exprimé dans
toutes les cellules du disque d’aile avec la construction comportant uniquement des sites
de fixation pour Grh (Fig.11C a comparer avec Fig.11A). Ensemble, ces observations
montrent que I'ajout de sites de fixation pour Su(H) va activer I'expression des génes
dans les cellules ou la voie Notch est active. A I'inverse il va les réprimer dans les cellules
ou elle n’est pas active (Furriols et Bray, 2001). La fixation de la protéine Su(H) sur
I’ADN est donc essentielle pour allumer ou éteindre I'expression en fonction de l'activité
de la voie Notch et ces expériences ont permis de visualiser clairement la bivalence de
Su(H). De plus, je tiens a souligner que la construction comportant les sites de fixation
pour Grh et Su(H)ms est depuis fréquemment utilisée comme un rapporteur minimal de
'activité Notch (Schneider et al., 2013 ; Zacharioudaki et Bray, 2014).

Par ailleurs, il est a noter qu'un promoteur composé uniquement de sites Su(H)ms
n’induit que faiblement et de maniere disparate I'’expression du géne rapporteur LacZ
(Fig.11B). Or normalement, en réponse a I'activation de Notch, le géne m8 est fortement
exprimé dans tous les futurs organes sensoriels (De Celis et al.,, 1996b). Ces données
indiquent que la fixation de Su(H) en amont des génes n’est pas suffisante pour activer
pleinement leur expression, méme dans les cellules ou la voie Notch est active. Ainsi la
présence d’autres facteurs, comme par exemple Grainyhead, est requise pour
potentialiser 'expression des génes activés par le signal Notch (mais nous reviendrons

sur ce point plus tard).

Pour résumer, Su(H) est un facteur bivalent et son activité dépend des facteurs

avec lesquels il est associé. Ce facteur est un élément central de la voie Notch et pour la
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Figure 12 : Modéles pour la conversion du complexe répresseur en complexe
activateur

Modélisation des hypothéses sur le mécanisme moléculaire permettant la transformation
du complexe répresseur en complexe activateur suite a I'activation de la voie Notch.
Su(H) en orange, Nintra en rose, Mastermind en vert et les co-represseurs CtBP, Hairless
et Groucho en bleu (A) La transition de complexe répresseur a complexe activateur est
due a une différence d’affinité de Su(H) pour ses cofacteurs. Dans ce modéle, la fixation
de Su(H) sur I'ADN est constante. Lorsque le récepteur Notch n’est pas activé, Su(H)
interagit avec les co-répresseurs et les génes cibles sont réprimés. Quand la voie Notch
est active, Nintra et Mam, ayant une plus forte affinité avec Su(H), remplacent les co-
répresseurs et activent I'expression des génes cibles. (B) La transition de complexe
répresseur a complexe activateur est du a une différence de leur affinité pour TADN. Dans
ce modéle, Su(H) est toujours présent sous forme de complexe. Le complexe répresseurs
a peu d’affinité avec I'ADN. Il est donc fixé sur TADN de maniére transitoire (haut). Le
complexe activateur, formé lors de I'activation du récepteur Notch, a une plus forte affinité
pour I’ADN et sa fixation est plus stable (bas).

Adapté d’apres Bray et Bernard, 2010



régulation de I'expression des genes cibles de la voie. Mais je tiens tout de méme a
mettre un petit bémol ici : ceci concerne la voie Notch canonique. Ils existe effectivement
des exemples ou la voie Notch est activée selon un mécanisme indépendant de Su(H)
(Lecourtois et Schweisguth, 1995 ; Nagel et al,, 2000 ; revue par Andersen et al., 2012).

On parle alors de la voie Notch non canonique.
c. Latransformation du complexe répresseur en complexe activateur

Comme nous venons de le voir, Su(H) activera ou réprimera l'expression des genes
en fonction des partenaires avec lesquels il interagit. L'interaction de Su(H) avec
Hairless, CtBP et Groucho forme le complexe répresseur. Associé avec Nintra et
Mastermind (Mam), il forme le complexe activateur. Comment la protéine Su(H) change-
t-elle de partenaires ? Comment la transition entre le complexe répresseur et le
complexe activateur est-elle effectuée ?

Dans le modele classique, Su(H) est fixé de maniere statique sur I’ADN (Fig.12A).
En absence de signal Notch, Su(H) interagit avec ses partenaires répresseurs, inhibant
ainsi I'expression des genes. Lorsque le récepteur Notch est activé, Nintra associé a Mam
interagirait avec Su(H), induisant un changement conformationnel de Su(H). La
modification de la structure de Su(H) diminuerait son affinité pour ses partenaires
répresseurs, provoquant leur libération puis leur remplacement par Nintra et Mam
(Maier et al., 2006 ; Wilson et Kovall, 2006).

Cependant, des études récentes remettent en cause cette vision statique de Su(H)
sur 'ADN. Dans ce modele, Su(H) est plutot vu comme faisant parti des complexes
activateurs et répresseurs et non pas comme une entité propre (Fig.12B). Ainsi Su(H) ne
changerait pas de partenaires lorsque la voie Notch est activée. C’est tout le complexe
répresseur qui serait remplacé. Un argument pour appuyer ces différents points est,
qu'en absence d’activation de la voie Notch, la quantit¢é de chromatine
immunoprécipitée par Su(H) est plus faible comparée a celle obtenue lorsque la voie est
activée (Krejci et Bray, 2007 ), indiquant que Su(H) ne serait pas fixé en permanence a
I’ADN et que la stabilité de sa fixation dépendrait de I'état de la cellule par rapport a
Notch. De ces observations, les auteurs proposent un modele ou le complexe répresseur
aurait une affinité faible pour I’ADN, conduisant ce complexe a n’étre fixé que de
manieére transitoire. A I'inverse, le complexe activateur aurait une affinité plus forte pour

I’ADN et sa fixation serait donc plus stable. Ainsi lorsque la voie Notch est activée, le
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complexe activateur remplacerait le complexe répresseur en aval des genes cibles de

Notch et activerait leur expression (Krejci et Bray, 2007 ; Friedmann et Kovall, 2011).

2. Notch au cours du développement

La voie de signalisation Notch est utilisée itérativement tout au long du
développement et contréle aussi bien la prolifération, la mort cellulaire et I'identité des
cellules. Tout défaut dans l'activation de cette voie conduit a une altération de
I’homéostasie tissulaire. Méme si Notch contréle la prolifération et la mort cellulaire, ces
effets varient énormément en fonction du contexte cellulaire. Néanmoins, lors des
analyses fonctionnelle de Notch, un seul effet est constamment observé : Notch régule
'acquisition de l'identité cellulaire dans des cellules non différenciées.

Afin d’illustrer ce point, dans cette partie je vais vous présenter quelques exemples
de processus développementaux ou la voie Notch régule I'identité cellulaire dans des
tissus en cours de développement. Cette partie me permettra également d’introduire les
mécanismes régulant I'émission et la transduction du signal Notch, un sujet que je

traiterai plus en détail dans la section suivante.
(1) Le systeme nerveux

Si une diminution de I'activité Notch induit des phénotypes d’encoches dans l'aile,
la perte de fonction totale est létale au stade embryonnaire. Les embryons homozygotes
mutants Notch présentent des phénotypes dits neurogéniques, c’est a dire une
augmentation du nombre de cellules neurales au détriment des cellules épithéliales
(Poulson, 1937). De méme, lors d’'une perte de fonction de Notch tardive (grace a un
systéme inductible), le nombre d’organes sensoriels disséminés sur le thorax de 'adulte
augmente. Comment la perte de fonction de Notch peut-elle conduire a une
augmentation du nombre de cellules neurales ?

La sélection des cellules neurales au sein d'une population de cellules
neurectodermales repose sur un phénomene appelé inhibition latérale. Au départ,
toutes les cellules neurectodermales sont toutes équivalentes et compétentes pour
devenir des neuroblastes. En effet ces cellules s’inhibent réciproquement pour
'acquisition de l'identité neurale. Cependant, du fait des fluctuations internes, une des
cellules « prend le dessus », rompt I’équilibre et devient plus inhibitrice que ses voisines.
Tout en inhibant I'identité neurale dans ses voisines, elle les rend également incapables

de produire le signal inhibiteur. Cette cellule, étant libérée de l'inhibition, devient le
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Figure 13 : La voie Notch et la formation du systéme nerveux central de ’embryon
de drosophile

(A-B) Formation du systéme nerveux central de I'embryon de drosophile. Adapté de
Skeath et Thor, 2003. (A) L'embryon de drosophile est subdivisé par I'expression de
genes de polarité segmentaire (noir et gris) et columnaire (bleu, jaune et vert). Dans le
neurectoderme, des groupe proneuraux (astérisque blanche) se forment a I'intersection
de ces bandes, chacun exprimant ainsi des génes différents. (B) Par inhibition
réciproque, les cellules du groupe proneural expriment aschete (ac) et scute (sc) a des
niveaux similaires (orange). Par inhibition latérale, une cellule est sélectionnée pour
devenir le neuroblaste et elle induit une diminution du niveau d’Ac/Sc dans les cellules
voisines (jaune). Le neuroblaste délamine et génere les cellules du systéme nerveux
central (GMC et autres). (C) Schéma du réseau de génes impliqués dans l'inhibition
réciproque (haut) et I'inhibition latérale (bas). La taille des noms de genes refléte leur
niveau d’expression. Le récepteur Notch en rose, le ligand Delta en bleu. Adapté de
Schweisguth et al. 1996.



futur neuroblaste. Les cellules voisines, toujours inhibées, vont alors acquérir l'identité
épithéliale. Quels facteurs donnent aux cellules neurectodermales la capacité de former
des neuroblastes ? Quel est ce signal que le futur neuroblaste envoie a ses voisines ?

Concernant le premier point, lors de 'embryogenese des signaux vont diviser la
corde ventrale en différentes sous-unités exprimant chacune une combinaison
particuliere de facteurs de transcription (Fig.13A). Au sein de chacune de ces
subdivisions, un groupe de cellules commence a exprimer les génes proneuraux du
complexe AS-C : achaete (ac) et scute (sc) (Fig.13B et 13C). La perte de fonction de ces
facteurs provoque une diminution du nombre de neuroblastes et réciproquement une
augmentation de leur dose provoque une hyperplasie neurale (Jiménez et Campos-
Ortega, 1990). Ainsi les facteurs du complexe AS-C rendent ces cellules compétentes
pour devenir neuroblaste, définissant ce qu’on appelle un groupe pro-neural.

Parmi les cellules du groupe pro-neural, le premier indice de sélection du
neuroblaste est une augmentation de I’expression des facteurs du complexe AS-C dans
une seule cellule (Fig.13B). Le niveau d’expression de ces facteurs continue d’augmenter
dans cette cellule et de diminuer dans ces voisines jusqu’a ce que, a terme, leur
expression soit restreinte uniquement a la cellule sélectionnée (Skeath et Carroll, 1992).
Lors d’une perte de fonction de Notch, la restriction de I'expression de ac n’est plus
observée et le nombre de neuroblastes augmente en conséquence (Skeath et Carroll,
1992). Ainsi, Notch serait le signal qui permettrait 'extinction de 'expression d’Ac dans
les futures cellules épidermales qui réprimerait I'identité neurale (Heitzler et Simpson,
1991 ; Seugnet et al., 1997). Comment Notch participe-t-il a I'inhibition latérale ?

Initialement, les cellules du groupe proneural possédent toutes a leur surface le
récepteur Notch et son ligand Delta en quantité équivalente les unes par rapport aux
autres (Fig.13C, haut). Le signal Notch est donc au départ activé dans toutes les cellules
du groupe proneural. Cependant, dans une seule cellule du groupe proneural
I'expression de Delta est légerement augmentée (Fig.13B, bas). Cette augmentation
induit une activation plus forte de la voie Notch dans les cellules adjacentes, ayant pour
conséquence l'inhibition de I'expression des genes proneuraux (via I'activation de la
production des répresseurs transcriptionnels codés par le locus Enhancer of split).
Parallelement, les facteurs proneuraux, toujours exprimés dans le futur neuroblaste,
activent I'expression de Delta, le rendant plus apte a activer Notch dans ses voisines

(Kunisch et al.,, 1994). On a donc une boucle de régulation positive (Fig.13C, bas). Des
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Figure 14 : La voie Notch et la mise en place de I’axe dorso-ventral dans le disque
d’aile de drosophile

lllustration du réseau d’interaction permettant la formation de la frontieére dorso-ventrale
du disque d’aile. La frontiére est représentée par un trait rouge. Gauche : Apterous (AP)
induit la production de Serrate (Ser) et Fringe (Fng) dans le futur compartiment dorsal
(bleu foncé). Son absence permet I'expression de Delta (DI) dans le futur compartiment
ventral (bleu clair). Milieu : Dans le compartiment dorsal, Fringe (violet) modifie post-
traductionnellement le récepteur Notch (rose), augmentant son affinité pour Delta (bleu
clair). Dans le compartiment ventral, en absence de modification Notch a une plus grande
affinité pour Serrate (bleu foncé). L'activation du récepteur Notch ne peut donc se faire
que dans deux rangées de cellules de part et d’autre de la frontiere. Droite : L’activation
de la voie Notch dans les cellules de la frontiére induit 'expression de genes cibles tel
que Wingless (WQg).



qu’'une des cellules du groupe proneural présente un plus fort niveau de Delta ou des
facteurs du complexe AS-C, cette boucle va permettre une amplification de cette
différence jusqu’a ce qu’une seule des cellules soit engagée dans la voie neurale (Heitzler

et al., 1996).

Pour résumer, les facteurs proneuraux rendent un groupe de cellules compétentes
pour l'identité neurale. Parmi ces cellules, celle avec le plus haut niveau de ligand Delta
est sélectionnée pour devenir le neuroblaste. Grace aux ligands présents a sa surface,
elle active la voie Notch dans ses voisines, inhibant ainsi I'identité neurale. La quantité
de ligand présent a la surface d'une cellule va donc contréler la décision entre identité

neurale versus épithéliale.
(2) La frontiére dorso-ventrale du disque d’aile

Le réle de la voie Notch au cours du développement ne se cantonne toutefois pas a
la formation du systeme nerveux. En effet, comme évoqué précédemment, la diminution
de dose de Notch induit également I'apparition d’encoches dans l'aile de la mouche. Cet
effet est du au fait que la voie Notch est au cceur de 'organisation de I’axe dorso-ventral
du disque d’aile en controlant la production du morphogene Wingless (Wg) et du facteur
de transcription Cut.

Comme pour la formation de I'axe antéro-postérieur du disque d’aile, la mise en
place des compartiments est initiée par l'expression différentielle d'un facteur de
transcription, ici Apterous qui est exprimé uniquement dans le futur compartiment
dorsal (Diaz-Benjumea et Cohen, 1993). D’'une part, Apterous empéche le mélange des
cellules ventrales et des cellules dorsales, notamment en induisant la production de
molécules d’adhésion différentes entre les deux compartiments (Blair et al., 1994 ; Milan
et Cohen, 1999). D’autre part, il active la production de Serrate, un ligand de Notch, et de
Fringe, une glycosyl transferase. Dans le compartiment ventral, en absence d’Apterous,
Delta, un autre ligand de Notch est exprimé (Fig.14, gauche).

Quant au récepteur Notch, il est présent a la surface de toutes les cellules de la
poche de l'aile. Ainsi le récepteur Notch devrait pouvoir se lier avec les ligands
également présents, provoquant l'activation de la voie dans tout le disque d’aile.
Pourtant, 'activation de ce signal ne se fait que dans deux rangées de cellules de part et
d’autre de la frontiére dorso-ventrale (Diaz-Benjumea et Cohen, 1995 ; Doherty et al,,

1996 ; De Celis et al,, 1996). En effet, le ligand des cellules dorsales Serrate n’interagit
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qu'avec les récepteurs Notch présents a la surface des cellules ventrales.
Réciproquement, le ligand des cellules ventrales Delta se lie uniquement avec les
récepteurs Notch a la surface des cellules dorsales. Ceci suppose que le récepteur Notch,
en fonction du compartiment ou il est présent, n’aura pas la méme affinité pour ses deux
ligands. Comment l'affinité d'un récepteur peut-elle étre modifiée ?

Apterous, exprimé dans le futur compartiment dorsal, active l'expression de
serrate mais également celle de fringe, une glycosyl transferase impliquée dans la
modification post traductionnelle de Notch. La modification de Notch par Fringe accroit
son affinité pour Delta. En absence de Fringe, Notch n’est pas modifié et a une plus forte
affinité pour Serrate. Ainsi, méme si Notch est présent dans toutes les cellules du
compartiment dorsal, du fait de la présence de Fringe, il est incapable de se lier avec
Serrate et réciproquement pour Delta dans le compartiment ventral (Panin et al., 1997 ;
Briickner et al., 2000). Cette modification post-traductionnelle fait que le signal Notch ne
sera activé que dans deux rangées de cellules, une du coté dorsal par liaison avec Delta
et I'autre du c6té ventral par liaison avec Serrate (Fig.14, milieu). L’activation de Notch
dans les cellules de la frontiere dorso-ventrale déclenche I'expression de Wingless, un
morphogene sécrété et de Cut, un facteur de transcription (Fig.14, droite). Ces deux
facteurs vont controler la morphogenese de l'aile. C'est pourquoi lors d’'une diminution
de l'activité Notch, cette frontieére sera discontinue avec des zones ou Notch ne sera pas
activé. Ces «trous » dans la frontiere seront a l'origine des encoches observées dans

'aile de 'adulte.

Pour conclure, le signal Notch est également impliqué lors de la mise en place de
frontiéres. Son activation le long de la frontiére dorso-ventrale, grace a un jeu de
modification d’affinité, aboutit a la formation d’une aile adulte « normale ». Par ailleurs,
la modification de I'affinité de Notch pour ces ligands ajoute un niveau supplémentaire

de controle de la voie Notch.
(3) Cellule souche intestinale

Dans certains lignages, Notch est activé de maniére différentielle entre deux
cellules filles. La cellule ou la voie est activée prendra une identité particuliere alors que
sa sceur, en absence de signal, adoptera une identité différente dite « par défaut ».

Ce systeme est observé dans le lignage des cellules intestinales adultes de

drosophile. Ce modele, récemment développé, repose sur la division de cellules souches
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Figure 15 : La voie Notch et la mise en place I'identité dans I'intestin de drosophile

(A) Schéma du lignage des cellules souches intestinales de drosophile. ISC, cellule
souche intestinale ; EB, entéroblaste ; ee, cellule sécrétrice ; EC, entérocyte. Les fleches
noires représentent une division et les fleches vertes un changement d’identité. (B)
Schématisation de la relation entre I'activation de la voie Notch et I'acquisition de I'identité
dans le lignage des ISCs. Une forte activation de la voie Notch est requise pour inhiber la
capacité d’autorenouvellement et 'engagement vers l'identité EB. La transformation de
'EB en ee ou EC dépendrait également de la force d’activation du signal Notch.

Adapté de Perdigoto et al., 2011



intestinales (ISC) disséminées dans la région postérieure de lintestin moyen.
Classiquement, I'ISC génére une nouvelle ISC et un entéroblaste (EB) (Fig.15A). Apres sa
division, I'ISC active la voie Notch dans I'EB. Par ailleurs la perte de fonction de Notch
conduit a une augmentation du nombre d’ISC. Réciproquement, la surexpression de
Notch dans les ISC conduit a leur différenciation précoce (Micchelli et Perrimon, 2006 ;
Ohlstein et Spradling, 2007 ; Perdigoto et al., 2011). Ceci indique que 'activation de la
voie Notch promeut l'identité EB et réprime l'identité ISC (Fig.15B). Une fine régulation
de Notch est donc nécessaire afin de maintenir ’homéostasie tissulaire. Par la suite, 'EB
se différencie en deux types cellulaires différents: wune cellule sécrétrice
entéroendocrine (ee) ou une cellule absorbante entérocyte (EC) (Fig.15A). La décision
entre ces deux identités repose sur une différence d’activation de la voie Notch:
I'identité EC correspondrait a une forte activation de Notch dans I'EB tandis que
I'identité ee serait mise en place quand la voie Notch est plus faiblement activée dans
I’EB (Ohlstein et Spradling, 2007 ; Wilson et Kotton, 2008) (Fig.15B).

Pour résumer, l'activation différentielle de la voie Notch entre les cellules d’'un

lignage est un mécanisme essentiel a 'acquisition des différentes identités cellulaires.

La voie Notch est requise de maniere répétée tout au long du développement et
méme pendant la vie adulte. Elle controle de nombreux processus (prolifération, mort
cellulaire) mais principalement la mise en place de l'identité cellulaire. Ainsi il est
essentiel que l'activation de la voie Notch se fasse au bon endroit et au bon moment.
Ainsi de nombreux facteurs ont été identifiés comme régulateurs de la voie Notch. Ces
facteurs peuvent agir a différentes étape de la voie : lors de la liaison ligand/récepteur
(émission) ou bien lors de la transduction (réception) du signal. La partie suivante sera
consacrée a ces deux types de régulation et aux facteurs connus intervenant dans ce

processus.

3. Les régulateurs de la voie Notch.

Les mécanismes de régulation de la voie Notch sont au centre d'un nombre
important d’études visant a comprendre comment le signal est établit et pourquoi la
réponse transcriptionnelle est aussi variable d'une cellule a 'autre. Et pourtant, malgré
une importante liste des régulateurs déja connus de Notch, de nouveaux facteurs sont

constamment mis a jour. Mes travaux m’ayant conduit a analyser les mécanismes de
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régulation de la voie Notch, je vais résumer ici les principes sur lesquels je me suis

appuyée lors de mes recherches pour établir mes hypothéses de travail.
(1) Régulation de I’émission du signal

La liaison du récepteur Notch a son ligand suppose que ces deux protéines soient
présentes et actives a la surface de cellules adjacentes. Le trafic intracellulaire tient une
part importante dans la régulation de cette liaison (Revue par Sorkin et von Zastrow,
2009). En effet il régule aussi bien 'activation que I'acheminement a la membrane des
ligands et des récepteurs. De plus, des analyses de la localisation subcellulaire de Notch
et de son ligand Delta ont montré que dans I'embryon et le disque d’aile de la drosophile,
ces protéines sont localisées dans des vésicules intracellulaires (Kooh et al., 1993). Nous
allons voir que ce transit dans des vésicules intracellulaires est important lors de la mise

en place du signal Notch.
a. Le trafic intracellulaire

L’endocytose permet I’exclusion de protéines transmembranaires de la membrane
plasmique. Quand une protéine transmembranaire est ubiquitinée, elle va étre
internalisée dans une vésicule d’endocytose puis transférée vers I'endosome précoce. A
partir de la, elle peut étre soit recyclée vers la membrane plasmique avec ou sans
modification, soit dirigée vers la voie de dégradation.

L’endocytose tient une place importante dans la mise en place de la voie. C’est
pourquoi la perte de fonction shibire (shi), le gene codant la dynamine, une protéine
impliquée dans la formation de vésicules d’endocytose, provoque un phénotype
neurogénique caractéristique d'une perte de fonction Notch dans l'embryon de
drosophile (Poodry, 1990). De plus, des analyses d’interaction génétique ont montré que
dans la cellule émettrice et la cellule réceptrice du signal la dynamine/shi régule
'activité du ligand et du récepteur (Seugnet et al., 1997b). Ainsi '’endocytose du ligand
et du récepteur est requise pour la capacité de la cellule émettrice et de la cellule

réceptrice a mettre en place la voie Notch.
b. Trafic du ligand dans la cellule émettrice du signal

La surexpression d'une forme de Delta ne pouvant pas étre endocytosée ne mime
pas le phénotype de gain de fonction Notch observé lors de la surexpression de Delta

(Parks et al., 2000). Ceci indique que la présence de Delta a la membrane n’est pas
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Figure 16 : Hypothéses sur I'implication de I’endocytose du ligand dans la voie de
signalisation Notch

lllustration des hypothéses sur le réle de lI'endocytose des ligands de Notch dans
I'activation de la voie. Notch en rose, Delta/Serrate en bleu (A) Lors de I'endocytose du
ligand, une modification post-traductionnelle (étoile) le rend actif et capable d’interagir
avec le récepteur Notch. (B) L'endocytose des ligands interagissant avec le récepteur
Notch crée une tension mécanique (fleche rouge) facilitant le clivage du récepteur.



suffisante pour induire I'activation de la voie Notch. Ainsi le ligand doit étre d’abord pris
en charge par le systéeme de trafic intracellulaire avant de pouvoir se lier activement
avec le récepteur Notch.

Deux E3 ubiquitine ligases, Neuralized (Neur) et Mind Bomb (Mib), initient
I'endocytose des ligands de Notch chez la drosophile et les vertébrés. Leur perte de
fonction conduit a des défauts de localisation sub-cellulaire des ligands, corrélés avec
des phénotypes similaires a une altération de la voie Notch (Lai et al.,, 2001 ; Deblandre
et al, 2001 ; Itoh et al,, 2003 ; Lai et al., 2005). Neur et Mib sont donc deux régulateurs
essentiels a I'internalisation et au trafic intracellulaire des ligands de Notch.

Comment un défaut d’internalisation des ligands peut-il conduire a une absence
d’activation du récepteur Notch ? Deux hypotheses non exclusives ont été émise : (1) les
ligands nécessiteraient, apres leur arrivée a la membrane plasmique, un recyclage par
I'endosome. Lors de ce processus, ils subiraient une modification post-traductionnelle
qui les rendrait capables de se lier au récepteur Notch (Wang et Struhl, 2004 ; Jafar-
Nejad et al,, 2005; Emery et al, 2005), comme lors de la compartimentation dorso-
ventrale du disque d’aile (Fig.16A). (2) Apres la liaison ligand/récepteur, I'endocytose
du ligand créerait une tension mécanique favorisant le clivage S2 du récepteur (Sun et
Artavanis-Tsakonas, 1997 ; Klueg et al,, 1998 ; Varnum-Finney et al., 2000 ; Gordon et al,,
2007) (Fig.16B). Pour l'instant, méme si certaines études tendent a valider ces deux
modeéles, le mécanisme moléculaire conduisant a l'activation de Delta lors du trafic
intracellulaire, de méme que le lien entre la tension mécanique et le clivage S2, restent a
établir.

Pour résumer, que ce soit pour I'activation du ligand ou le clivage du récepteur, le
trafic intracellulaire des ligands est un facteur important dans l'émission du signal

Notch.
c. Trafic du récepteur dans la cellule réceptrice du signal

Une inhibition de I'entrée du récepteur Notch dans I'’endosome précoce provoque
une diminution de la quantité du récepteur Notch clivé par la y-secretase, corrélée a une
diminution du signal (Vaccari et al, 2008). Comment le trafic intracellulaire du
récepteur peut-il influencer son clivage et I'activation du signal Notch dans la cellule
émettrice de signal ?

Contrairement au ligand, le récepteur ne semble pas nécessiter d’activation via un

mécanisme dépendant du recyclage intracellulaire. Cette activation dépendrait plutot de
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modifications post-traductionnelles des répétitions EGF lors de la maturation du
récepteur (Shi et Stanley, 2003 ; Sasamura et al.,, 2003). Ainsi, des son arrivée a la
membrane il peut interagir avec son ligand. Mais que deviennent les récepteurs qui ne
sont pas utilisés?

Tout comme le ligand, 'internalisation du récepteur Notch est initiée par trois E3
ubiquitine ligases, Deltex (Dx), Suppressor of deltex (Su(dx)) et DNedd4. Si I'implication
de Dx dans la modulation du signal est dépendante du contexte cellulaire, Su(dx) et
DNedd4 promeuvent l'ubiquitination des récepteurs Notch non tronqués et leur
acheminement vers la voie de dégradation. Or la perte de fonction Su(dx) ou dNedd4
induit des phénotypes de type gain de fonction pour Notch (Wilkin et al., 2004 ; Sakata
et al.,, 2004). Ceci suggere que I'élimination des récepteurs non utilisés est nécessaire
pour empécher une activation ectopique de la voie. En accord avec cette idée, la perte de
fonction de protéines impliquées dans la voie de dégradation provoque une
accumulation de Notch dans I'endosome et surtout une activation de la voie Notch
indépendante du ligand (Vaccari et Bilder. 2005).

Pour résumer, la régulation de la présence des récepteurs Notch a la membrane

empéche que la voie soit activée de maniere ectopique ou a des niveaux plus élevés.

En conclusion, I'endocytose est une composante importante dans la régulation de
I’émission du signal Notch et il est nécessaire d’envisager d’étudier ce phénomeéne

lorsqu’on observe une perturbation dans I'activation de cette voie.
(2) Régulation de la réponse transcriptionnelle au signal Notch

Comme nous l'avons vu précédemment, apres clivage du récepteur Notch, la partie
intracellulaire est transloquée dans le noyau ou elle convertit le complexe répresseur en
complexe activateur, induisant l'expression de genes cibles jusqu’ a lors réprimés.
Cependant, comme nous I'avons vu, un méme géne répondra différemment a I'activation
de la voie en fonction du contexte cellulaire, autrement dit de la présence d’autres
facteurs. Comment le contexte cellulaire peut-il influencer la régulation
transcriptionnelle des cibles des Notch ? Quels sont les facteurs impliqués et comment

agissent-ils ?
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a. Action du complexe activateur en synergie avec d’autres facteurs

Comme les expériences de Furriols et Bray (2001) décrites précédemment le
démontrent, le complexe activateur n’est pas capable seul d’établir le niveau
d’expression normal d'un gene cible de Notch (dans cet exemple E(spl)m8). Il nécessite
'action synergique d’autres facteurs (dans cet exemple Grh). Plusieurs facteurs ont été
montrés comme contribuant a I'activation de genes cibles de Notch.

Comme nous l'avons vu précédemment, les facteurs Achaete, Scute et Lethal of
scute, des protéines de type bHLH, sont exprimés dans le groupe de cellules proneurales
d’ou sont issus les neuroblastes. Des études ont montré que ces facteurs interagissent
avec la voie Notch en régulant l'expression des genes E(spl) lors du processus
d’inhibition réciproque précédant la mise en place de I'inhibition latérale (Singson et al.,
1994 ; Kramatschek et Campos-Ortega, 1994). En effet, des séquences E-Box
correspondant au site de fixation des facteurs proneuraux de type bHLH ont été
identifiées en amont de certains génes du locus E(spl) (Kramatschek et Campos-Ortega,
1994 ; Maeder et al,, 2005). Par ailleurs, une mutation de ces E-box induit une perte de
I'expression des genes E(spl) bien que la voie Notch soit active (Kramatschek et Campos-
Ortega, 1994). Ces données indiquent que les facteurs proneuraux potentialisent
I'expression des genes cibles de la voie Notch. De plus elles suggerent que lors de
I'inhibition réciproque, les facteurs proneuraux agissent en synergie avec Notch pour
établir 'expression des genes du locus E(spl).

Les facteurs proneuraux ne semblent d’ailleurs pas étre les seuls a agir en synergie
avec le signal Notch pour activer l'expression de genes. L’analyse in silico des
promoteurs de genes du locus E(spl) dans différentes espéces de drosophile a montré
que ces régions contiennent des sites de fixation conservés pour de nombreux autres
facteurs de transcription (Snail, Grainy Head, Tramtrack, voir Maeder et al., 2005).

Par quels mécanismes moléculaires des facteurs de transcription pourraient-ils
collaborer avec Notch pour activer 'expression des genes? Un premier modele propose
que le facteur de transcription interagirait directement avec le complexe activateur
(Fig.17A). Cette interaction conduirait a une stabilisation mutuelle, favorisant ainsi
I'activation de l'expression des genes cibles. Un exemple illustrant ce modele est
'interaction de Daugtherless, un facteur proneural, qui interagit directement avec Su(H).
Cette interaction physique entre les deux protéines serait essentielle a I'expression des

genes cibles lors de l'activation du signal Notch (Cave et al., 2005). Cependant cette
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Figure 17 : Hypothéses pour la régulation de la transduction du signal Notch par
des facteurs de transcription

lllustration des hypothéses concernant le mécanisme moléculaire d’interaction entre le
complexe activateur de la voie Notch et des co-activateurs. Su(H) en orange, Nintra en
rose, Mastermind en vert, co-activateur en bleu (A) Le co-activateur interagirait
directement avec le complexe activateur, le stabilisant et potentialisant I'activation de
'expression des génes cibles. (B) Le co-activateur interagirait avec la machinerie
transcriptionnelle (turquoise) et agirait en synergie avec le complexe activateur pour
activer I'expression des génes cibles. (C) Le co-activateur modifierait la chromatine
(notamment les histones, ici en rose pale) contenant les sites de fixation pour le complexe
activateur, les lui rendant plus accessibles.

Adapté de Bray et Bernard, 2010



étude montre qu’'un tel mécanisme requiert une organisation spatiale bien précise afin
que Su(H) soit accessible méme en présence de Nintra et Mam. Une modification de
I'agencement des différentes séquences anéantit I'effet synergique entre les facteurs
(Cave et al., 2005).

Une deuxieme possibilité est que cette synergie soit indirecte. En se liant avec des
facteurs de la machinerie transcriptionnelle, le complexe activateur et le facteur de
transcription activeraient indépendamment I'expression du gene (Fig.17B). La
résultante serait une addition des deux activations (Revue par Bernard et Bray, 2010).
Ce systéme permettrait une plus grande flexibilité que le modele proposé ci-dessus car
I'agencement et 'espacement entre les sites de fixation peuvent étre moins précis.

Finalement, un troisieme modeéle propose que les facteurs de transcription
modifieraient la configuration chromatinienne du site de fixation pour Notch, le rendant
ainsi accessible au complexe activateur (Fig.17C). Contrairement aux modeéles
précédents, celui-ci ne nécessiterait pas une présence au méme moment du facteur de
transcription et du complexe activateur. Un tel mécanisme est illustré par l'interaction
de la voie Notch avec deux répresseurs épigénétiques du groupe Polycomb, Lola et
Pipsqueak. Ces deux facteurs induiraient des modifications de la méthylation des

histones, renforcant la répression de certains génes cibles (Ferres-Marco et al., 2006).
b. Répression de la voie Notch par remodelage de la chromatine

Réciproquement la répression de genes cibles de Notch serait controlée par des
répresseurs épigénétiques de la famille Polycomb. Une absence de ces facteurs lors de la
formation du disque d’ceil conduit a une hyperprolifération, caractéristique d’une
activation ectopique de Notch (Martinez et al., 2009). La présence de ces facteurs de
répression conduirait a devoir augmenter le niveau d’activation de Notch pour induire
I'expression de certains genes cibles.

Ainsi, ce modele permettrait de maintenir la répression de certains génes cibles
méme en présence du complexe activateur. Un facteur pourrait induire une compaction
de la chromatine au niveau des sites de fixation pour Notch, bloquant ainsi I'acces pour
le complexe activateur en de¢a d'un certain seuil d’activation de la voie. En accord avec
I'idée que la compaction de la chromatine joue un réle essentiel dans la transduction du
signal Notch, Remaud et al. (2008) ont montré que la réponse a l'activation de Notch
varie en fonction des phases du cycle cellulaire. En effet, lors des phases du cycle ou

I’ADN est peu condensé (phase S de réplication), les cellules sont plus réceptives a
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'activation de Notch comparé a des phases ou 'ADN est plus condensé (phase G2 de
croissance). De plus, la surexpression de Heterochromatin Protein 1 (HP1), un facteur
promouvant la compaction de la chromatine, renforce la résistance des cellules a

'activation de Notch (Remaud et al., 2008).

Pour résumer, les facteurs présents dans la cellule peuvent participer a la réponse
transcriptionnelle des génes aprés activation de Notch. La liste de ces facteurs est en
constant accroissement. La compréhension de leur mode d’action aide a mieux
comprendre la variabilité de la réponse transcriptionnelle lors de 'activation de la voie

Notch.

lll. Le modele : les soies mécanosensorielles de la drosophile

Comme vous avez pu le voir au cours des deux chapitres précédents, la
diversification cellulaire repose sur une grande variété de mécanismes de
détermination. Que ce soit les signaux extrinseques ou intrinseques, de nombreux
facteurs sont en jeu. L'utilisation combinée de ces différents types de signaux crée un
«code moléculaire » spécifique a la cellule qui va alors adopter l'identité et les
caractéristiques cellulaires correspondantes. Cependant, dans la plupart des lignages
cellulaires, les mécanismes de détermination cellulaire connus ne parviennent pas a
expliquer totalement la diversité cellulaire résultante. De méme, I'établissement des
différents signaux de détermination reste souvent mal compris. Ceci implique que
d’autres facteurs intervenant dans ces processus restent a découvrir.

Une illustration parfaite de ce phénomene est retrouvé dans mon modele d’étude :
le lignage des soies mécanosensorielles de la drosophile. Les cellules composant ces
organes sont formées a partir d'un lignage cellulaire simple, stéréotypé et comportant
des types cellulaires variés. Dans ce chapitre, je vais dans un premier temps vous
présenter brievement le modele de la drosophile ainsi que son développement. Enfin, je
décrirai le lignage des soies mécanosensorielles et les principaux mécanismes connus

qui sont a l'origine de la diversité cellulaire dans ce modele.

1. Le développement de la drosophile

Drosophila melanogaster, aussi appelée la mouche du vinaigre, est un insecte de

I'ordre des Diptéres (caractérisé par la présence d'une seule paire d’aile et d'une paire
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Figure 18 : Principales étapes de I’'embryogenése de la drosophile

Photographies représentants les phases majeures du développement embryonnaire de la
drosophile : (1) Aprés la fécondation, une succession de divisions forme le blastoderme
syncitial. Aprés 13 divisions, durant la cellularisation, les noyaux migrent vers la
périphérie de I'embryon et sont peu a peu englobés par des invaginations
cytoplasmiques. (2) Au cours de la gastrulation, les cellules mésodermiques migrent vers
I'intérieur de 'embryon (3) Par un processus d’intercalation cellulaire, 'embryon s’étend
selon un axe antéro-postérieur et se replie sur lui méme. Durant cette période, les
premiers signent de segmentations apparaissent avec les parasegments (4) Rétraction
de la bandelette germinative. Apparition des segments. (5) Différenciation du systéme
nerveux peériphérique



de balanciers). Ce petit insecte de quelques millimetres, utilisé comme modele
biologique depuis le début du XXeme siecle, posséde 4 paires de chromosomes (dont
une paire de chromosomes sexuels) comportant 15 000 a 20 000 genes. Du fait des
nombreux outils génétiques, cellulaires et moléculaires disponibles, la drosophile est
aujourd’hui un modele flexible et trés puissant qui permet de disséquer finement les

arcanes de la machinerie cellulaire.
(1) Cycle de vie

La drosophile adulte peut vivre jusqu’a 3 semaines. Son développement est
composé de trois phase : embryonnaire, larvaire et pupale. Il dure entre 10 a 12 jours a
25°C. L’embryogenese dure environ 24h et débouche sur la naissance d’une larve
mobile. La phase larvaire dure cinq jours et quand la larve atteint une taille critique, elle
entre dans la phase pupale (3 jours) ou elle s'immobilise et forme une coque dure (cage
pupale). Durant cette phase, appelée métamorphose, une grande majorité des tissus
larvaires est lysée et les organes de I'adulte sont formés a partir de petites populations
de cellules précurseurs spécifiées des 'embryogenese : les disques imaginaux. A la fin du
stade pupal, la pupe devient une pharate, autrement dit une mouche adulte juste avant
’éclosion. Aprés sa sortie de la cage pupale, la mouche adulte est sexuellement mature
au bout de quelques heures. Apres reproduction, une femelle peut pondre jusqu’a 200

ceufs.
(2) L’embryogenése (Fig.18)

Apres fécondation, le zygote effectue une série de 14 divisions cellulaires
dépourvues de cytokinese générant un syncitium. Entre la 10éme et 14eme divisions, les
noyaux migrent vers le cortex et sont peu a peu englobés par des invaginations
cytoplasmiques : c’est I’étape de cellularisation. Lors de la gastrulation, les cellules du
coté ventral correspondant au mésoderme migrent a I'intérieur de I'embryon grace a un
processus de modification d’adhérence cellulaire appelé transition épithelio-
mesenchymateuse. Par la suite, 'embryon par un processus d’intercalation cellulaire
s’étend selon un axe antéro-postérieur tout en se repliant sur lui méme avant de se
contracter de nouveau (extension et rétraction de la bandelette germinative). Pendant
cette étape, les différents segments de I'embryon sont mis en place et la région
céphalique est spécifiée. Ces processus aboutissent a la formation d’'un organisme

segmenté avec a chaque extrémité une téte et un telson. Cette segmentation se retrouve
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Figure 19 : Correspondance entre disques imaginals larvaires et structures adultes.

Durant le stade larvaire, la drosophile développe de petits sacs de cellules précurseurs,
appelés disques imaginaux, qui vont donner la quasi totalité des structures de I'adulte. Ce
schéma représente la localisation des différents disques dans la larve ainsi que les
différentes structures adultes qu’ils générent.



dans la disposition des muscles et du systeme nerveux périphérique qui se forment peu

apres la mise en place des segments.
(3) Vielarvaire

Ala fin de 'embryogenese, la jeune larve éclot. La vie larvaire est découpée en trois
stades larvaires entrecoupés de 2 phases de mues entre lesquelles la larve se nourrit
intensément, augmentant ainsi sa masse de prés de 200 fois. Pendant cette période, la
larve développe des «sacs » de cellules précurseurs, appelés disques imaginaux, qui

seront a I'origine des structures adultes lors de la pupaison.
(4) La métamorphose : exemple de la formation de I'aile et du notum

La métamorphose correspond au remaniement complet des structures de
I'organisme. A partir d’'une larve rampante et stérile, un individu capable de voler et de
se reproduire est formé. Pour permettre une telle transformation, une grande majorité
des tissus larvaires est histolysée. Les différents organes de 'adulte sont formés a partir
des disques imaginaux, a I'exception de l'intestin et du cerveau (Fig.19).

Chaque disque imaginal d’aile est composé par un épithélium monostratifié (a
'origine des tissus adultes) recouvert par un épithélium squameux appelé membrane
péripodiale. Alors que le disque d’aile est une monocouche cellulaire a I'intérieur de la
cavité larvaire, I'aile adulte se compose de deux feuillets opposés, liés I'un a I'autre par la
marge de l'aile. Comment au cours de la métamorphose passe-t-on d'un épithélium
monostratifié interne au corps de I'animal a deux feuillets superposés externes ?

Cette transition implique d’importants mouvements cellulaires au cours d’'un
processus appelé évagination. En effet les cellules au niveau de la frontiere dorso-
ventrale de la poche du disque d’aile sont «tirées» vers l'extérieur, initiant ainsi
I'évagination (Fig.20). Cette région sera a l'origine de la marge de l'aile. Du fait de
I’évagination, les cellules de part et d’autre de cette frontiere se superposent formant
ainsi les deux feuillets de l'aile adulte. Au cours de ce processus, les interactions
cellulaires sont profondément remaniées permettant ainsi que les deux feuillets
adherent entre eux (Fristrom et al.,, 1993). Les structures autour de la poche de l'aile
donnent la charniére de l'aile. L’extrémité la plus dorsale du disque forme une moitié du
notum, qui a la fin de I'évagination rejoint I'autre moitié (formée par le 2¢me disque

d’aile) et fusionne avec elle lors de la fermeture thoracique.
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Figure 20 : Eversion du disque d’aile de drosophile

Le disque daile est attaché a [I'épiderme par un pédoncule (bleu). Lors de la
métamorphose, la contraction de la membrane péripodiale (rouge) et la fait qu’elles
envahissent I'épithélium (vert clair) sus-jacent permet I'éversion et la sortie vers I'extérieur

de l'organisme de l'aile (orange) et du notum (jaune).



Que ce soit dans la fermeture thoracique ou dans I’évagination du disque, la
membrane péripodiale joue un role primordial. Au début de la métamorphose, les
cellules de la membrane péripodiale, en interaction avec la membrane basale (une forme
de matrice extracellulaire hyperspécialisée), se contractent intensément et suite a une
transition épithélio-mésenchymateuse, envahissent les tissus larvaires adjacents, les
perforant et permettant ainsi la libération du disque d’aile éverté (Pastor-Pareja et al.,
2004 ; Srivastava et al., 2007). Une altération de ce processus (par exemple en bloquant
la voie JNK) conduit a une absence d’éversion du disque et donc a une absence d’'une
moitié du thorax chez l'adulte. Concernant la fermeture thoracique, la encore la
membrane péripodiale participe a la fusion des deux hémi-thorax. Une diminution de
I'activité de la voie des kinases c-Jun N-terminal (JNK) uniquement dans les cellules de la
membrane péripodiale aboutit a un défaut de fermeture dorsale (Agnes et al.,, 1999 ;
Tripuraetal., 2011).

Pour résumer, la formation des structures adultes a partir des disques imaginaux
requiert de nombreuses modifications de la morphogenese cellulaire : une modification
des cellules de la membrane péripodiale qui permet la sortie du disque mais également
une modification des interactions cellulaires permettant ainsi de passer d'un épitélium

monocouche a une structure composée de deux feuillets superposés.

2. Lelignage de soies mécanosensorielles
Les soies mécanosensorielles font partie du systeme nerveux périphérique de la
drosophile. Ces structures, disséminées sur tout le corps de I'animal, sont sensibles aux
flexions mécaniques de la soie. Ces organes peuvent étre subdivisés en deux catégories :
les microchaetes (petite soies) et les macrochaetes (grandes soies). Les microchaetes, et
plus particulierement celles du thorax dorsal (ou notum), ont été extensivement
étudiées au cours des trente dernieres années et correspondent au modele que j’ai le

plus utilisé au cours de ma these (Fig.21A).
(1) Description du lignage

Ces organes sont composés de deux cellules externes, (la cellule soie et la cellule
socle) et de deux cellules internes (le neurone et la cellule gaine) (Fig.21B). Toutes ces
cellules sont formées a partir d’'une cellule précurseur unique (pl), sélectionnée parmi

un groupe de cellules proneurales via I'inhibition latérale.
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Figure 21 : Le lignage des soies mécanosensorielles

(A) Photographie montrant le thorax dorsal d’une drosophile adulte. A droite un
grossissement des organes mécasensoriels du thorax. (B) Schéma d’un organe
mécanosensoriel. 1l est composé de deux cellules externes (violet) et de trois cellules
internes (vert). (C) Lignage cellulaire donnant naissance aux cing cellules de l'organe
meécanosensoriel. En violet sont représentées les cellules donnant les structures externes
et en vert les cellules donnant les structures internes. Noter que la cellule gliale meurt et
ne participe pas a la formation de I'organe final. G, cellule gliale ; N, neurone ; Sh, cellule
gaine ; Sf, cellule soie ; So, cellule socle ; APF, aprés la formation de la pupe



La cellule pl se divise dans le plan de I'épithélium environ 17h apres formation de
la pupe (APF) pour donner deux précurseurs secondaires : une cellule postérieure plla a
I'origine des cellules externes et une cellule antérieure pllb générant les cellules
internes. Concernant la formation du sous lignage interne, la cellule plIb se divise a 19h
APF, générant une nouvelle cellule précurseur plllb et une cellule gliale qui meurt par
apoptose quelques heures apres sa formation (Gho et al., 1999 ; Fichelson et Gho, 2003).
Par la suite, la cellule plllb engendre vers 20h APF les cellules internes du lignage : le
neurone et la gaine. Concernant la formation du sous lignage externe, la cellule plla
donne directement naissance environ 20h APF aux cellules externes de l'organe : la soie
et la socle (Fig.21C).

Dans le lignage des soies sensorielles, prolifération et acquisition de l'identité
cellulaire sont étroitement mélées. En utilisant des techniques d'immunomarquage et
d’imagerie en temps réel, de nombreuses études ont permis de disséquer une partie des
événements conduisant a la formation de ces organes, notamment au niveau du controle

de la progression des divisions et de la régulation de I'identité dans ces cellules.

(2) Mécanismes de mise en place de l'identité cellulaire dans le

lignage des soies mécanosensorielles

A partir d’une cellule précurseur unique, cinq types cellulaires différents sont
générés. Comment une telle diversité est-elle mise en place ? Quels sont les mécanismes

de détermination cellulaire en jeu ?
a. Activation différentielle de Notch

La voie Notch est un mécanisme central dans le contréle de la diversité cellulaire
dans le lignage des soies mécanosensorielles. En effet, cette voie signalisation cellulaire
est utilisée itérativement lors de la formation de cet organe et controle la destinée des
cellules. A chaque division, la voie Notch est différentiellement activée entre les cellules
filles (Notchor et Notchoff), leur conférant ainsi des identités différentes.

En considérant la formation des précurseurs secondaires, lors d'une perte de
fonction Notch, les deux cellules filles acquiérent l'identité pllb et le lignage n’est
composé que de cellules internes. Réciproquement, lors d’un gain de fonction Notch, ces
cellules acquiérent I'identité plla et on observe des soies composées uniquement de
quatre cellules externes. L’activation de la voie Notch est donc requise pour

I'établissement de l'identité des cellules plla (Guo et al., 1996 ; Frise et al, 1996).
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Figure 22 : Activation différentielle de la voie Notch entre les cellules du lignage
des soies mécanosensorielles

(A) Au moment de la division de pl, les facteurs Neuralized (Neur, bleu), Numb (violet) et
a-adaptine (a-Ada) s’accumulent au pdle antérieur de la cellule. Aprés la division, ces
facteurs sont hérités par la cellule antérieure pllb. (B) Dans la cellule pllb (gauche), Les
facteurs Numb et a-adaptine inhibent I'activation du récepteur Notch (bleu) en bloquant le
recyclage de Sanpodo/Notch a la membrane plasmique. Neuralized stimule 'activation du
ligand Delta (rouge). Dans la cellule plla (droite), en absence de Numb, le complexe
Notch/Sanpodo est recyclé a la membrane ou il peut interagir avec Delta. Cette liaison
provoque 'activation du signal Notch (fleches) et la mise en place de l'identité plla.

Adapté de Le Borgne et al., 2005.



Pareillement, I'activation différentielle de la voie Notch est essentielle pour la mise en
place de l'identité des cellules filles de plla (soie et socle) et de plllb (neurone et gaine).
Par exemple, lors d’'une perte de fonction continue Notch, le lignage sera composé
exclusivement de neurones, suggérant une transformation de l'identité plla en pllb puis
de l'identité gaine en neurone. Réciproquement, un gain de fonction continu de Notch
produit un lignage avec quatre cellules socles, suggérant une transformation de
I'identité pllb en plla puis de l'identité soie en socle. Ainsi, a chaque étape de la
formation du lignage, la voie de signalisation Notch est un élément essentiel de la
détermination cellulaire.

De nombreux facteurs sont impliqués dans la mise en place de l'activation
différentielle de Notch (Fig.22). La répartition différentielle de ces facteurs, notamment
lors de la division de pl, aboutit a leur ségrégation dans une seule des cellules filles
(Fig.22A). Dans cette partie je vais vous présenter quelques uns de ces facteurs en
prenant comme exemple la mise en place du signal Notch entre les cellules plla et pllb.
Parmi eux se trouvent notamment le facteur de détermination Numb qui est impliqué
dans l'inhibition du signal Notch dans la cellule Notchoff (Guo et al., 1996). La perte de
fonction numb aboutit a la transformation de la cellule pllb (Notcheff) en plla (Notchen).
Dans la cellule pllb, Numb interagit avec Sanpodo (Spdo), une protéine
transmembranaire associée a Notch, et qui est présente dans plla et pllb. En absence de
Numb, comme dans la cellule plla, le complexe Spdo/Notch est présent au cortex des
cellules (O’Connor-Giles et Skeath, 2003 ; Roegiers et al., 2005). Dans cette cellule, Spdo
favorise l'activation du signal Notch, potentiellement en recrutant le complexe y-
secretase (Upadhyay et al.,, 2012) qui effectue le clivage S3 du récepteur Notch. En
revanche, dans la cellule pllb, le complexe Spdo/Notch est localisé dans des vésicules
d’endocytose par un mécanisme dépendant de I'a-adaptine, une sous unité du complexe
AP-2, impliqué dans la trafic intracellulaire (Cotton et al., 2013). L’interaction de Numb
avec Spdo et AP-2 aboutirait au blocage du recyclage du complexe Spdo/Notch a la
membrane (Cotton et al,, 2013 ; Couturier et al., 2013 ; Upadhyay et al., 2012). Ainsi, le
récepteur Notch est éliminé de la surface de la cellule pllb ce qui empéche I'activation de
Notch dans cette cellule comme c’est le cas en contexte mutant numb (Revue par
Reichardt et Knoblich, 2013) (Fig.22B).

Comme évoqué précédemment, les ligands de Notch semblent nécessiter un

recyclage par le trafic intracellulaire avant d’étre capable d’activer le récepteur Notch
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(voir introduction chapitre I1.3.1). Le lignage des soies ne fait pas exception.
L’endocytose du ligand Delta (Serrate n’étant pas présent dans ces cellules) est
dépendante de I'ubiquitine ligase Neuralized (Neur). Cette protéine, produite dans la
cellule pl et localisée asymétriquement au moment de sa division, est héritée
uniquement par la cellule pllb. Elle favorise le recyclage de Delta et augmente ainsi sa
capacité a activer Notch dans la cellule voisine (Le Borgne et Schweisguth, 2003).

Ainsi de nombreux facteurs, pour la plupart utilisés tout au long de la formation du

lignage, sont impliqués dans I'établissement de I'activation différentielle de Notch.
b. Divisions asymétriques

Comme vous avez pu le constater dans les exemples que j’ai évoqués ci-dessus, la
division asymétrique joue un rdle essentiel dans l'activation différentielle de la voie
Notch. En effet, une inhibition de la localisation asymétrique de ces facteurs provoque
un gain ou une perte de fonction Notch. Mais comment la localisation asymétrique de ces
facteurs est-elle mise en place dans le lignage ?

Lors de la division asymétrique, la localisation des déterminants cellulaires est
controlée par la polarisation de la cellule (voir introduction chapitre 1.2.1.a). Dans le
lignage des soies, les facteurs impliqués dans la polarité planaire du tissu contrélent la
polarisation de la cellule pl. Notamment Frizzled et Dishevelled définissent le pdle
postérieur de pl alors que Strabismus et Prickled définissent le p6le antérieur. (Gho et
Schweisguth, 1998 ; Revue par Segalen et Bellaiche, 2009). Ces facteurs dirigent la mise
en place de domaines corticaux a chaque pdle de la cellule : Bazooka/Par6/Drosophila
aPKC formant un domaine postérieur et Disc Large/Partner of inscutable/Gai formant
un domaine antérieur (Bellaiche et al., 2001). Par la suite, les domaines corticaux dictent
la localisation des déterminants cellulaires. Par exemple, le domaine cortical postérieur
promeut la localisation antérieure du facteur de détermination Numb en I'excluant du
pole postérieur (Bellaiche et al., 2001 ; Smith et al., 2007).

Ainsi division asymétrique et activation différentielle de la voie Notch sont

intrinsequement liées lors de la formation du lignage de soies mécanosensorielles.
c. Un facteur de transcription temporel ?

Cependant la division asymétrique et la voie Notch ne semblent pas étre les seuls
mécanismes a l'origine de la diversité cellulaire dans le lignage. Dans un contexte

d’inhibition de la mitose, la cellule pl acquiert, sans qu'’il y ait eu pour autant de division,
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Figure 23 : Hypothése du facteur temporel dans le lignage des soies
mécanosensorielles

(A) Schéma représentant le lignage des organes mécanosensoriels dans un contexte
d’inhibition de la transition G2/M. Noter que la cellule pl acquiert I'identité de sa fille pllb
sans qu’il y ait de division. (B) Hypothése d’un facteur temporel contrélant la
transformation de pl en pllb. Un facteur de transcription temporel s’accumulerait (gauche)
ou serait dégradé (droite) au cours du temps, provoquant la transition de lidentité
précurseur primaire a precurseur secondaire.



I'identité de sa fille pllb et donne un lignage composé des cellules du sous lignage
interne (cellule gliale, neurone et gaine) (Fig.23A). Ceci montre qu’en absence de
division, la cellule pl effectue une transformation d’identité mere fille (Fichelson et Gho,
2004). De plus, cela suggére qu'un mécanisme temporel permettrait la transition de
I'identité précurseur primaire vers I'identité précurseur secondaire (Fig.23B). Ceci n’est
pas sans rappeler le mécanisme de détermination contrélé par les facteurs de
transcription temporels observé dans les neuroblastes (voir introduction chapitre
[.2.1.b). Cependant, a I'heure actuelle, la présence et 'identité d’un tel type de facteur
dans le lignage restent a confirmer.

Dans un contexte ou la division est bloquée, forcer I'activation de la voie Notch
dans la cellule pl induit sa transformation en plla et non plus pllb (Fichelson et Gho,
2004). Par conséquent, il est probable que le facteur temporel contréle la transition de
I'identité précurseur primaire (pl) vers précurseur secondaire (pllI) plutét que la
décision entre identité neurale (pllb) et non-neurale (plla) qui elle reposerait sur le

signal Notch.

(3) Le paradoxe: a la recherche de facteurs contrélant l'identité

cellulaire

La mise en place de l'identité cellulaire dans le lignage des soies nécessite une
activation itérative de la voie Notch a chaque division. Ainsi on pourrait définir I'identité
des cellules du lignage en fonction du nombre d’activation de Notch qu’elles ont pergu
au cours de la formation du lignage. Cependant, comment un méme mécanisme utilisé
de maniére itérative peut-il conduire a une telle diversification cellulaire ?

Comme nous avons pu le voir avec le facteur temporel contrélant la transition de
pl vers pll, d’autres facteurs semblent impliqués dans la régulation de la détermination
cellulaire dans le lignage. Mon objectif lors de ces quatre années de thése a été de mettre
a jour de nouveaux facteurs impliqués lors la diversification cellulaire dans cet organe.
Mon intérét s’est principalement porté sur des facteurs de transcription,
différentiellement exprimés dans le lignage et qui sont déja connus dans d’autres
systémes comme étant impliqués dans la détermination cellulaire. D’apres ces critéres et
des données préliminaires obtenues au laboratoire, j’ai plus particulierement analysé
I'implication des répresseurs transcriptionnels de la superfamille Snail dans la

détermination de I'identité des cellules du lignage des soies mécanosensorielles.
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Figure 24 : La superfamille Snail

(A) Arbre phylogénétique de la superfamille Snail. Image extraite de Nieto, 2001. (B)

Représentation des protéines de la superfamille Snail. Les domaines communs ainsi que
les domaines spécifiques a chaque famille sont représentés



IV. La superfamille Snail

La découverte du premier gene de cette famille, le gene snail, a été faite chez
I'embryon de drosophile. Les embryons mutants snail présentent un défaut de
gastrulation résultant en un embryon de forme spiralée similaire a un escargot (Grau et
al, 1984). De nombreux orthologues ont par la suite été identifiés chez tous les
métazoaires (Revue par Nieto, 2002). Ils sont impliqués dans de multiples processus
développementaux essentiels a la formation des organismes tel que le cycle cellulaire, la
détermination cellulaire, la morphogéneése cellulaire ou la régulation de la mort

cellulaire.

1. Caractéristiques des protéines de la superfamille Snail

Les protéines de la superfamille Snail présentent de fortes similitudes et une forte
conservation de certains domaines entre homologues mais également orthologues
(Fig.24A). Ces facteurs comportent : (1) une extrémité carboxyle, trés conservée,
contenant des sites de liaison a ’ADN en doigt de zinc et (2) une extrémité amine plus
divergente, comportant des séquences spécifiques permettant la classification des
différents membres dans deux sous-groupes : la famille Scratch et la famille Snail/Slug)
(Fig.24B).

La caractéristique commune a toutes les protéines de cette superfamille est leur
extrémité carboxyle comportant des domaines de fixation a '’ADN de type doigt de zinc
C2H2 (Fig.24B). Méme si le nombre de domaine varie d'une protéine a l'autre, il semble
de maniére générale étre compris entre 4 et 6 (revue par Hemavathy et al., 2000). Ces
domaines permettent la fixation sur des séquences nucléotidiques spécifiques appelées
E-Box (CAGGTG). De prime abord, ils ont été décrits comme peu tolérants a un
changement de la séquence de fixation (Mauhin et al. 1993) mais des données plus
récentes, issue d’'une analyse globale des sites de fixation des facteurs Snail, indiquent

que Snail est capable de se fixer sur des sites alternatifs (Rembold et al., 2014).

Ainsi, suite a leur fixation sur les E-Box, les facteurs de transcription de la
superfamille Snail régulent I'expression des génes en aval. Leur fonction la mieux décrite
est celle de répresseurs transcriptionnels agissant sur de courtes distances (Gray et
Levine, 1996 ; Nibu et al., 1998). Les protéines de la superfamille Snail des vertébrés
ainsi que celle de la famille Scratch chez les invertébrés répriment 'expression des

genes grace au domaine SNAG présent a l'extrémité amine (Fig.24B). Ce domaine
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interagit directement avec des complexes promouvant la déacéthylation des histones
(HDAC1 et HDACZ2, Peinado et al., 2004), modifiant la compaction de la chromatine et
ainsi inhibant I'expression des genes.

Les protéines de la famille Snail des invertébrés ne possedent pas de domaines
SNAG. Dans ce cas, la répression de I'expression des génes cibles est assurée par la
liaison avec des corépresseurs tel que la protéine C-terminal Binding Protein (CtBP,
Nibu et al., 1998 ; Nieto, 2002) (Fig.24B). Le mode d’action de CtBP reste encore mal
connu mais il induit, directement ou indirectement, une modification des histones (Nibu
et al.,, 1998). Chez la drosophile, la protéine Snail a un autre corépresseur nommé Ebi.
Ebi permettrait le recrutement d’histones déacéthylases (HDAC3) en agissant en
synergie avec CtBP (Qi et al., 2008). Cependant des données plus récentes montrent
qu’ils peuvent agir autrement qu’en modifiant la compaction de la chromatine. En effet
Snail serait capable d’interagir avec I’ARN polymérase II, bloquant sa progression et
ainsi inhibant la transcription des génes cibles (Bothma et al., 2011). De plus, Snail serait
capable de réguler I'expression des genes sur de longues distances en bloquant par la
formation de boucles chromatiniennes, un processus souvent impliqué dans le
rapprochement entre une séquence codante et un promoteur distant (Chopra et al,,
2012).

Toutefois, ce rbéle de répresseur entre souvent en contradiction avec des
observations faites lors de I'analyse de mutants pour les membres de cette famille. Par
exemple, l'expression de genes tels que Myocyte-enhancing factor 2, Zn finger
homeodomain 1 et Tinman est diminuée dans des embryons mutants snail de drosophile
(Lilly et al., 1994 ; Casal and Leptin, 1996 ; Ip et al. 1994). Au moment de ces analyses,
Snail était considéré comme ayant uniquement un role de répresseur. L’hypothese pour
expliquer la diminution de I'expression des génes cités ci-dessus est que Snail inhiberait
la production d'un répresseur de I'expression de ces genes. Ainsi, dans des conditions de
perte de fonction snail, le répresseur serait produit et I'expression des genes éteinte ou
diminuée. Mais une hypothese alternative qui a commencé a s’installer suite a ces
données est que Snail pourrait également étre un activateur de I'expression des genes.
Récemment il a été montré que le répresseur transcriptionnel Ces-1, un membre de la
famille Scratch chez C. elegans, active la transcription de genes rapporteurs et que cette
activation est dépendante de la fixation de Ces-1 sur 'ADN et du type cellulaire (Reece-

Hoyes et al., 2009). Ce réle activateur a également été mis en évidence chez la souris, la
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caille et trés récemment chez la drosophile (Tao et al. 2011 ; Sakai et al. 2006 ; Rembold
et al.,, 2014). Les mécanismes moléculaires a I'origine de la transition entre la fonction
activatrice et la fonction répressive restent toutefois inconnus. Cependant I'étude chez la
drosophile indique que Snail peut, dans une méme cellule, agir comme activateur et un
répresseur excluant la possibilité que ce role dépende du contexte cellulaire. Cette étude
montre que la décision d’agir comme un activateur ou un répresseur reposerait sur

d’autres facteurs de transcription se fixant a proximité de Snail (Rembold et al., 2014).
(1) Famille Scratch

Les protéines de la famille Scratch sont caractérisées par la présence au niveau de
I'extrémité amine d'une séquence tres conservée appelée Scratch. Ce domaine n’a pas de
fonction particuliere mais il sert de critere d’appartenance a la famille (Fig.24B).

Cette famille a récemment été révélée lors de l'identification de nouveaux geénes
apparentés aux facteurs Snail. Dans un premier temps, les genes scratch chez la
drosophile (Roark et al., 1995) et cell death specification 1 (ces-1) chez le nématode
(Metzstein et Horvitz, 1999) ont été identifiés via leur rdle respectivement dans la
neurogenese et dans I'apoptose. Par la suite, une analyse informatique a permis de
mettre a jour de nouveaux genes appartenant a la famille Scratch chez le nématode, la
drosophile, le poisson zeébre, la souris et 'homme. Cette analyse a montré que ces
facteurs sont plus fortement similaires a Scratch (drosophile) et Ces-1 (nématode)
qu’aux genes de la famille Snail (Manzanares et al., 2001). Il est a noter que le facteur

Ces-1 présente le plus faible taux de conservation au sein de la superfamille Snail.
(2) Famille Snail/Slug

La famille Snail/Slug est caractérisée par la présence de domaines de liaison a
I’ADN de type doigt de zinc tres conservés et une absence de domaine Scratch. Chez la
drosophile, la famille Snail est composée de trois membres : snail (sna), escargot (esg) et
worniu (wor). Du fait de leur forte homologie de séquence (76 a 85%), ces trois
protéines peuvent se fixer sur les mémes séquences nucléotidiques. Ainsi ces trois
facteurs ont une redondance fonctionnelle lors de la formation des neuroblastes
embryonnaires. Chez les vertébrés, les membres de la famille Snail sont un peu plus
divergents, formant ainsi deux sous-familles : Snail et Slug (revue par Hemavathy et al.,

2000). Les membres de la sous-famille Slug, caractérisés par la présence d’'une séquence
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Figure 25 : Les embryons mutant pour le géne snail présentent un défaut de
gastrulation

(A-B) Gastrulation d’embryons controle (A) et mutant snail (B) dont les cellules
mésodermique ont été identifiées avec un immunomarquage contre Twist. Noter que dans
lembryon mutant snail, les cellules mésodermiques échouent a s'invaginer.
Photographies extraites de Leptin et Grunewald, 1990 (C) Schéma représentant
'implication de Snail dans la migration des cellules mésodermiques. En inhibant la
production de molécules d’adhésion comme la E-cadhérine et Armadillo, Snail provoque
la désolidarisation des cellules entre elles et leur migration.



spécifique (domaine Slug), sont extrémement conservés au sein des Vertébrés (90%

d’homologie) (Fig.24B).
2. Processus cellulaires régulés par la superfamille Snail
(1) Morphogenése et migration cellulaire

L’'implication des facteurs Snail dans la morphogeneése et la migration cellulaire
est un sujet extensivement étudié tant pour ses répercussions développementales que
pathologiques. Le nombre d’études et les données sur le sujet étant tres vastes, je vais

synthétiser ici les principaux éléments apportés par ces recherches.
a. Gastrulation de 'embryon

La perte de fonction snail dans 'embryon de drosophile provoque un défaut de
gastrulation (Grau et al,, 1984 ; Leptin et Grunewald, 1990) (Fig.25A). Or un processus
clé de la gastrulation est la transition épithelio-mesenchymateuse (EMT). C’est I'étape
initiatrice de la migration cellulaire. Elle correspond a de profonds changements
morphologiques des cellules épithéliales : modification de I'adhésion avec la matrice
extracellulaire et perte d’adhésion des cellules entre elles. Lors de la gastrulation de
I'embryon, par le biais de ces modifications d’adhésion, les cellules mésodermiques les
plus ventrales s’aplatissent et se contractent au niveau apical (c’est a dire le c6té de la
cellule dirigé vers l'extérieur de I'embryon). Ce changement de forme provoque un
creusement du mésoderme, formant le sillon ventral. L’invagination se poursuit jusqu’a
ce que tout le mésoderme soit internalisé (Leptin, 1999). Avant la gastrulation, snail est
exprimé dans une bande de cellules ventrales de 'embryon de drosophile. Il contribue a
la gastrulation en réprimant I'expression de molécules impliquées dans l’adhésion
comme la E-cadherine ou Armadillo, permettant la désolidarisation des cellules entre
elles et leur migration vers l'intérieur de '’embryon (Oda et al., 1998 ; Cano et al., 2000 ;
Batlle et al., 2000 ; Koélsch et al., 2007) (Fig.25B). Ainsi, le facteur Snail est un initiateur
de 'EMT a l'origine de l'invagination des cellules mésodermiques dans I'embryon de
drosophile. De plus, ce role ne se limite pas a la gastrulation des invertébrés et a été

montré comme conservé chez tous les Triploblastiques (Carver et al., 2001.)
b. Migration des crétes neurales

L’EMT est un processus de morphogeneése cellulaire utilisé de maniére itérative

tout au long du développement et ne se restreint pas a la gastrulation. Ainsi, afin de
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former le systéme nerveux périphérique, des cellules pigmentaires et des structures
faciales osseuses, les cellules a la frontiere entre la plaque neurale et I'épiderme,
appelées cellules des crétes neurales, délaminent a l'intérieur de I'’embryon et migrent
dans I'ensemble du corps (Serbedzija et al, 1989). Comme lors de la gastrulation,
I'initiation de cette migration nécessite un remodelage entier des jonctions cellulaires,
permettant 'EMT. La encore les membres de la famille Snail sont impliqués.

En effet, Slug chez le poulet et le xénope et Snail chez la souris sont exprimés dans
les cellules des crétes neurales. Une perte de fonction slug chez le poulet et le xénope
provoque une absence de migration de ces cellules (Nieto et al, 1994 ; LaBonne et
Bronner-Fraser, 2000), indiquant une conservation du rdle des facteurs Snail dans
I'initiation de 'EMT. Toutefois il est a noter que si des souris mutantes snail meurent a la
suite de défauts lors de la gastrulation (Carver et al, 2001), une perte de fonction
conditionnelle de gene uniquement dans les cellules de la créte neurale ne provoque pas
d’absence de migration de celles-ci (Murray et Gridley, 2006). Toutefois Snail serait
requis, de maniere redondante avec Slug (aussi appelé Snail2), chez la souris pour la
fermeture de la fente palatine, un autre processus développemental requérant 'EMT
(Murray et al., 2007).

Pour résumer, les facteurs de la famille Snail sont des facteurs d’initiation de
I'EMT dans divers processus développementaux. En réprimant la production de
molécules impliquées dans 'adhésion cellulaire comme la E-cadherine ou Armadillo, ils

induisent la désolidarisation des cellules entre elles et augmentent ainsi leur motilité.
c. Migration des neurones lors de la formation du cortex de la souris

La capacité d’initiateur de 'EMT n’est pas limitée a la famille Snail mais a toute la
superfamille. En effet, les facteurs Scratch1 et Scratch2 sont exprimés dans les neurones
et les progéniteurs neuronaux du cortex de la souris. Comme nous l'avons vu
précédemment, les NSCs produisent séquentiellement les différents types de neurones
et ceux-ci s'organisent en couches avec les neurones les plus anciens localisés dans la
partie interne alors que les plus récents migrent dans la couche la plus superficielle. Or
une diminution des niveaux de Scratch1/2 conduit a une absence de migration de ces
cellules, corrélée a une diminution du niveau de E-cadhérine (Itoh et al,, 2013).

Les protéines de la famille Scratch sont donc également capables d’initier 'EMT et

ceci en agissant sur les mémes cibles transcriptionnelles que les protéines de la famille
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Snail, indiquant une forte conservation et une redondance fonctionnelle au sein de la

superfamille Snail.
d. Capacités métastatiques des cellules cancéreuses

L’EMT n’est pas qu'un processus développemental. Il est également requis dans
les étapes initiatrices de la phase métastatique des cellules cancéreuses. Or il a été
fréquemment observé que Snail est exprimé dans des cellules provenant de tumeurs
invasives alors que cette expression n’est pas retrouvé dans des tumeurs non-invasives
(Cano et al,, 2000). De plus, dans les cellules cancéreuses invasives, 'expression de Snail
est corrélée a une diminution de la E-cadhérine (Cano et al., 2000 ; Battle et al., 2000).
De méme pour Slug, sa présence est corrélée a un remodelage des jonctions cellulaires
dans des cellules de carcinome de rat (Savagner et al., 1997). Il n’est donc pas étonnant
d’observer que la récurrence des tumeurs est fréquemment associée a une activation de

ces facteurs (Montserrat et al., 2011).

L’initiation de 'EMT est un des processus controlés par les facteurs de la
superfamille Snail le plus étudié. Cependant, ces facteurs sont aussi impliqués dans de

nombreux autres processus cellulaires du développement.
(2) Maintien de I'identité précurseur

Les facteurs de la famille Snail jouent également un réle dans le maintien des
capacités prolifératives des cellules. Ils agissent soit directement en régulant les génes
impliqués dans l'identité des cellules précurseurs soit indirectement en contrélant la

progression du cycle cellulaire.

a. Mise en place de l'identité mésodermique et inhibition de la division

lors de la migration cellulaire.

La protéine Snail a trois roles différents lors de la gastrulation : (1) la spécification
des cellules mésodermiques, d'une part eninhibant l'expression des genes
neuroectodermiques (Kosman et al., 1991 ; Ip et al,, 1992 ; Kasai et al., 1992) et d’autre
part en activant I'expression de génes mésodermiques (Rembold et al., 2014). Ainsi dans
les embryons mutants pour le geéne snail, il y a une disparition de l'identité
mésodermique au profit de I'identité neurectodermique ; (2) l'initiation de la migration

cellulaire des cellules mésodermiques comme vu précédemment et (3) I'inhibition des
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Figure 26 : Les facteurs Snail inhibent I’entrée en endocycle pour maintenir un état
précurseur

(A) Comparaison du cycle cellulaire canonique et de I'endocycle. Le cycle cellulaire
canonique est composé de quatre phases : deux phases de croissance (G1/G2), une
phase de réplication de 'ADN (S) et une phase de mitose (M). Un endocycle est composé
uniquement de phase de réplication de 'ADN et d’'une phase de croissance. Esg et Snail
bloquent la transition de cycle canonique vers endocycle. (B) Représentation du
mécanisme d’inhibition de la transition cycle canonique/endocycle par Esg et Snail. Dans
les histoblastes de la drosophile, Esg maintiendrait un haut niveau de la kinase mitotique
Cdk1, inhibant ainsi I'entrée en phase S des cellules quiescentes. Dans les trophoblastes
murins, Snail augmenterait le niveau de Cycline A et cette augmentation bloquerait
'entrée dans une nouvelle phase de réplication.



divisions lors de la migration des cellules. En effet, lors de la gastrulation les cellules
mésodermiques en cours de migration sont mitotiquement inactives et forcer la division
de ces cellules perturbe fortement leur migration (Edgar et al.,, 1993 ;Seher et Leptin,
2000). Or une perte de fonction snail induit une augmentation de la fréquence de
division de ces cellules (Grosshans et Wieschaus, 2000). Les auteurs émettent
I'’hypothese que Snail activerait la fonction de Tribbles, un facteur impliqué dans le
blocage de la transition G2/mitose, exprimé dans les cellules mésodermiques. Ceci
conduit a une inhibition de la division des cellules en cours de migration.

Pour conclure, les facteurs Snail servent de lien entre la mise en place de I'identité
mésodermique et la migration de ces cellules, assurant ainsi que la gastrulation se

déroule harmonieusement.
b. Maintien de la diploidie dans les cellules précurseurs

Le role des facteurs Snail dans la régulation de la division cellulaire ne se résume
pas a inhiber la mitose dans des cellules en cours de migration. Ils controlent également
la progression du cycle cellulaire dans des cellules ne réalisant pas 'EMT, permettant
ainsi le maintien de I'identité précurseur.

En effet, Escargot (Esg) chez la drosophile et Snail chez la souris ont tous deux été
montrés comme inhibant I'endoréplication (une division ou la mitose est absente et ou
seules les phases de réplication de I’ADN et de croissance cellulaire sont présentes)
respectivement dans les cellules précurseurs a I'origine de 'abdomen (histoblastes) et
les cellules impliquées dans la formation du placenta (cellules trophoblastiques) (Fuse
et al, 1994; Hayashi, 1996; Nakayama et al, 1998) (Fig.26A). Esg et Snail
maintiendraient ces cellules a I'état diploide en régulant des facteurs impliqués dans
I'inhibition de 'entrée en mitose (tel que la kinase dépendante des cyclines CDK1 dans
les histoblastes et les cyclines A et B dans le trophoblaste) (Fig.26B). Le blocage d’'une
nouvelle phase de réplication empéche ces cellules de devenir polyploides et donc de

perdre leurs capacités prolifératives (Hayashi, 1996 ; Nakayama et al., 1998).

c. Régulation de la division et maintien de l'identité des cellules souches

neurales, intestinales et germinales

Toutefois le maintien de I'identité précurseur par les facteurs Snail ne se limite pas
a un maintien de la diploidie. En effet dans les cellules souches neurales (neuroblastes),

intestinales et germinales chez la drosophile, au moins un des membres de la
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(A) Neuroblastes embryonnaires : esg, snail, et wor contrélent de maniere redondante
'asymétrie de la division via Inscutable et la télophase rescue ainsi que la cadence des
divisions via la phosphatase activatrice de I'entrée en mitose String. NB, neuroblaste ;
GMC, cellule meére ganglionnaire ; Pon, Partner of Numb (B) Cellules souches
intestinales : Esg permettrait le maintien de l'identité souche et influencerait la décision de
'entéroblaste lors de sa différenciation en entérocyte ou cellule sécrétrice. ISC, cellule
souche intestinale ; EB, entéroblaste ; EC, entérocyte ; ee, cellule sécrétrice. (C) Cellules
souches germinales males : Esg permettrait le maintien des cellules de la niche alors que
Snail préviendrait I'apoptose dans la cellule souche. GSC, cellule souche germinale.



superfamille Snail joue directement un roéle dans la mise en place de l'identité
précurseur.

Dans les neuroblastes, les trois membres de la famille Snail (Esg, Snail et Wor) sont
exprimés. Une délétion couvrant ces trois genes provoque : (i) de séveres défauts lors de
la formation du systéme nerveux central de I'embryon et (ii) une forte diminution de
I'expression de facteurs controlant l'asymétrie des divisions et le cycle cellulaire
(respectivement Inscutable et String) (Ashraf et al, 1999). Ainsi la prolifération et
I'asymétrie des divisions sont affectées. Par exemple des déterminants cellulaires, tel
que Prospero (Pros) et Partner of Numb (Pon), ne sont plus ségrégés uniquement dans
la GMC (Ashraf et al.,, 2001). Or, dans les embryons portant une mutation perturbant
I'asymétrie des divisions (comme lors de la perte de fonction inscutable), le défaut de
ségrégation des déterminants cellulaires n’est visible que lors des premieres étapes de
la division (prophase). Avant la derniere phase de la mitose (la télophase), ces facteurs
se réalignent avec le fuseau mitotique et sont correctement ségrégés dans la GMC. Ce
phénomene, appelé la télophase rescue, n’est plus effectif dans les neuroblastes triple
mutants snail, esg et wor (Cai et al., 2001). Ainsi, dans les neuroblastes, les facteurs de la
famille Snail contribuent a la division en régulant : (1) d’'une part la cadence du cycle via
I'expression de string, un facteur promouvant la transition G2 /mitose et (2) d’autre part
I'asymétrie des divisions en activant I'expression d’inscutable et en participant au
mécanisme de télophase rescue (Fig.274).

Concernant les cellules souches intestinales, Esg est exprimé dans I'ISC et sa cellule
fille I'entéroblaste (EB, voir introduction chapitre 1I.2.3 pour le lignage des ISCs). Ce
facteur est d’ailleurs couramment utilisé comme marqueur de ces types cellulaires.
Ensuite cette expression n’est pas maintenue lors de la spécification de 'EB en cellule
sécrétrice (ee) ou entérocyte (EC) (Micchelli et Perrimon, 2006 ; Streit et al., 2002).
L’'implication d’Esg dans ces cellules est longtemps restée non élucidée. Cependant des
données récentes tendent a indiquer qu’Esg serait impliquée dans le maintien de
I'identité de I'ISC et dans la décision de I'EB pour le destin ee versus EC (données
provenant d’un poster au congres annuel américain de la drosophile 2014, présenté par
Mariano Loza-Coll, laboratoire de Leanne Jones) (Fig.27B).

Le facteur Esg est également exprimé dans les gonades males de la drosophile
(cellules somatiques et les cellules souches germinales (GSCs) males). Cependant une

perte de fonction esg spécifiquement dans les GSC n’induit pas de défaut dans leur
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maintien. Esg semble étre requis dans les cellules somatiques entourant les GSCs pour
maintenir les cellules de la niche et par conséquent le maintien des GSCs (Streit et al.,
2002; Voog et al, 2008). En effet, des données plus récentes indiquent qu’Esg
préviendrait la transformation des cellules de la niche en cellules souches (Voog et al.,
2014). Un autre membre de cette famille, le facteur Snail est exprimé dans les GSCs mais
a plus faible niveau comparé a I'expression d’Esg. Des données récentes indiquent que
Snail serait impliqué dans linhibition de l'apoptose dans ces cellules (données
provenant d'un poster au congres annuel américain de la drosophile 2014, présenté par
Gary Hime) (Fig.27C).

Les facteurs de la famille Snail sont donc intrinsequement liés a la mise en place de
I'identité dans les cellules souches chez la drosophile. Ce réle semble étre conservé chez
les vertébrés puisque une perte de fonction slug (snail2) chez la souris provoque des
défauts lors de la spermatogenése (données provenant d'un poster au congres annuel

américain de la drosophile 2014, présenté par Gary Hime).
(3) Miise en place de I'identité neurale et neuronale

Chez la drosophile, les membres de la superfamille Snail sont impliqués dans le
développement du systéme nerveux, et plus particulierement dans la mise en place de
I'identité neurale. Les quatre genes snail, esg, wor et scrt sont exprimés dans de
nombreux types de précurseurs neuraux et de cellules neuronales. Dans cette section je

vous présente un résumé des principales études sur le sujet.
a. Scratch et le systéme nerveux périphérique embryonnaire

La protéine Scrt est le premier facteur de la superfamille Snail ayant été montré
comme étant impliqué dans la mise en place de I'identité neuronale (Roark et al., 1995).
Dans cette étude, les auteurs montrent que la perte de fonction individuelle scrt n’induit
pas de défauts importants dans le systeme nerveux. Cependant la combinaison de la
perte de fonction scrt, avec une perte de fonction du gene proneural deadpan (dpn),
provoque la disparition de neurones dans le systéme nerveux périphérique de
I'embryon, une mauvaise arborisation des neurones restants et enfin des défauts dans
les connections des neurones du systéme nerveux central.

Ainsi Scrt, en synergie avec d’autres facteurs, promeut la mise en place de I'identité

neurale et controle la différenciation neuronale (Roark et al., 1995).
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b. Worniu et les neuroblastes larvaires

La perte de fonction wor ne se traduit pas par une altération drastique des
divisions et du lignage final des neuroblastes de la larve. Seule la taille et la morphologie
du cerveau sont légérement affectées (Ashraf et al., 2004 ; Lai et al., 2012). Néanmoins,
une analyse du transcriptome de neuroblastes larvaires a pu mettre en évidence que la
perte de fonction de ce gene est loin d’étre anodine. En effet, la perte de fonction wor
affecte 'expression de nombreux geénes, particuliéerement ceux impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire et la différenciation neuronale : d’une part une diminution
de l'expression de facteurs promouvant l'identité et la division des neuroblastes et
d’autre part une augmentation des facteurs de différentiation neuronale tel que
Embryonic lethal abnormal vision (Elav) (Lai et al., 2012).

Ainsi Wor participe au maintien du caractere indifférencié des neuroblastes et
empéche leur différenciation prématurée en neurones. Ces modifications des capacités
d’autorenouvellement des neuroblastes pourraient étre a I'origine de la diminution de

taille du cerveau de la larve observée lors d'une perte de fonction wor.
c. Escargot et les neurones chemosensoriels chez I'adulte

Si Wor semble requit pour le maintien des neuroblastes, Esg au contraire semble
favoriser la différentiation neuronale. Dans les organes chémorécepteurs sensibles au
CO2 de la mouche adulte, deux neurones (exprimant esg et nervous finger 1) et une
cellule gaine (exprimant prospero) sont formés. Dans ce systeme, la perte de fonction du
facteur de transcription Pros ou du microARN miR-279 provoque une augmentation du
nombre de neurones et une absence de cellule gaine. Dans ce contexte, une diminution
de dose Esg ou Nerfin-1 diminue le nombre de neurones ectopiques, autrement dit la
fréquence de transformation d’identité. Réciproquement, la surexpression conjointe
d’Esg et Nerfin-1 induit I'apparition de neurones ectopiques.

Les auteurs proposent donc qu’Esg, conjointement avec Nerfin-1, promeuvent
'identité neuronale dans ce lignage. Leur répression par Pros et miR-279 permettrait la

mise en place de I'identité gaine (Hartl et al., 2011).
d. Redondance de la famille Snail dans les neuroblastes embryonnaires

Comme je I'ai mentionné plus haut, une délétion couvrant les trois genes de la
famille Snail provoque une altération de ségrégation asymétrique de facteurs impliqués
dans la différenciation neurale comme Pros et Pon (Cai et al., 2001). Or ces défauts de
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mise en place de I'identité neurale ne sont pas observés lors de la perte de fonction d’'un
seul de ces facteurs. De méme les phénotypes observés dans des embryons triples
mutants sont sauvés si un seul de ces facteurs est surexprimé (Ashraf et al., 2001). Ces
données montrent que, du fait de la forte conservation entre ces facteurs, ceux-ci
peuvent agir de maniére redondante, notamment lors de la formation du systeme
nerveux central. Il est a noter que cette redondance n’a pour l'instant été montrée que
dans le cadre de la mise en place de I'identité neurale puisque dans le cas de l'identité
mésodermique, Snail ne peut pas étre remplacé par Esg ou Wor lorsqu’on les exprime
dans les cellules mésodermiques dans des embryons mutant snail (Hemavathy et al.,

2004).
e. Slug et Esg : conservation du réle de promoteur de I'identité neurale

L’'implication des membres de la superfamille Snail dans la mise en place de
'identité neurale et neuronale n’est pas restreinte a la drosophile. La surexpression de
Slug dans des précurseurs neuraux de mammiféres en culture promeut leur
différenciation en neurones et I'expression des marqueurs d’indentité neuronale tel que
Neu N. Ce qui est plus surprenant est que la surexpression d’Esg dans ces cellules a
exactement le méme effet que Slug, indiquant que la machinerie régulée par les facteurs
Snail et impliquée dans la différenciation neuronale est fortement conservée au sein des

eucaryotes (Yang et al,, 2010).

Pour conclure, que ce soit individuellement ou collectivement, les membres de la
superfamille Snail contribuent a la différenciation neurale et neuronale dans une grande

variété de précurseurs neuraux et de cellules neuronales.

3. Interaction des facteurs Snail et de la voie Notch
Comme nous venons de le voir, la voie de signalisation Notch et les protéines de la
superfamille Snail sont des facteurs clés de la détermination cellulaire (entre autre) tout
au long du développement. Or, un nombre croissant d’étude montre que ces deux
facteurs interagissent, que ce soit en collaboration ou en compétition, dans divers

systémes.
(1) Régulation de Delta par Snail

Dans I'embryon de drosophile, a la frontiere entre mésoderme et ectoderme se

trouve une région composée de quelques rangées de cellules appelée mésectoderme. Le
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Figure 28 : Recyclage du ligand de Notch par Snail dans I’embryon de drosophile

(A-B) Schémas représentant la formation du mésectoderme dans I'embryon de
drosophile. (A) Section d’'un embryon de stade 5 (aprés cellularisation) ou I'expression de
snail (bleu), twist (vert) et dorsal (orange) est schématisée. La région ventrale est vers le
bas et la région dorsale vers le haut. (B) Schéma du réseau d’interaction contrélant la
mise en place du mésectoderme. Haut: Dans les cellules les plus dorsales, Twist (vert) et
Dorsal (orange) favorisent I'expression de single minded (sim) mais en absence
d’activation du récepteur Notch (rose), 'expression du gene reste réprimée. Ces cellules
acquierent l'identité neurectodermique. Bas: Dans les cellules ventrales, Snail (bleu
foncé) réprime I'expression de single minded (sim) et active celle de neuralized (neur).
Neur favorise I'endocytose de Delta (bleu clair) et son interaction avec Notch. La voie
Notch est activé dans les cellules ventrales mais la présence de Snail réprime
I'expression de sim. Ces cellules acquierent I'identité mésodermique. Milieu: Seules les
cellules a la frontiere de la zone d’expression de Snail peuvent interagir avec un forme de
Delta activé (étoile) et promouvoir I'expression de sim car Snail est absent. Ces cellules
acquiérent I'identité mésectodermique.



mésoderme et le mésectoderme forme ce qu’'on appelle la bandelette germinative qui
participe au processus d’extension et de rétraction de I'embryon. La formation du
mésectoderme, caractérisée notamment par 'expression du gene single minded (sim),
est la résultante d'une interaction entre la protéine Snail et de la voie Notch.

Le facteur de transcription Dorsal, présent dans les cellules ventrales de
I'embryon, active I'expression twist et snail. Cependant ces deux genes n’ont pas une
expression completement chevauchante : snail est exprimé uniquement dans les cellules
les plus ventrales alors que twist s’étend plus latéralement (Fig.28, gauche). Alors que
Dorsal et Twist activent I’'expression des genes neurectodermique et notamment le gene
sim, au contraire Snail réprime leur expression, spécifiant ainsi I'identité mésodermique
(Kosman et al.,, 1991 ; Ip et al., 1992 ; Kasai et al., 1992). Or la transplantation de cellules
mésodermiques (donc exprimant snail) dans la région neurectodermale conduit a
I'expression de sim dans les cellules autour de l'implantation (Leptin et Roth, 1994).
L’expression de sim est donc non-autonome cellulaire et dépend de la confrontation
entre cellules mésodermiques et neurectodermiques. De méme cela indique que
I'expression de sim est réprimée dans les cellules loin de la frontiere.

La perte de fonction Su(H) conduit a une diminution de I'expression de sim dans le
mésectoderme et a une expansion de cette expression dans la région neurectodermale
ou elle est normalement réprimée. De plus une activation ectopique de Notch dans les
cellules neurectodermales conduit a la levée de la répression de I'expression de sim
(Morel et Schweisguth, 2000). Ainsi, la voie Notch est impliquée dans 'activation de
I'expression de sim dans le mésectoderme (ou le signal Notch est activé) et a sa
répression dans le neurectoderme (ou le signal Notch n’est pas activé). La voie Notch est
donc spécifiquement activée a la frontiere entre les cellules mésodermiques et
neurectodermiques, rappelant le cas de la frontiére dorso-ventrale du disque d’aile.

De maniere intéressante, Snail est impliqué dans I'activation de Notch dans les
cellules mésectodermiques adjacentes. En effet, via la régulation de Neuralized, Snail
promeut I'endocytose du ligand Delta dans les cellules mésodermiques (Morel et al.,
2003) (Fig.28B). Or le trafic intracellulaire des ligands est essentiel pour leur activation
et leur liaison avec le récepteur. Donc Snail est capable de moduler I'émission du signal
Notch requis pour la formation du mésectoderme.

Ainsi Snail participe a la mise en place de 'identité mésectodermique en régulant

les ligands du récepteur Notch.
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(2) Interaction physique de Notch et Snail

Dans les cellules cancéreuses, I'expression de Snail et I'activation de la voie Notch
sont fréquemment dérégulées. Néanmoins, dans les cellules d’hépatocarcinome, les
variations d’activité de Notch et d’expression de Snail sont corrélées. Ainsiune
activation ectopique de Notch provoque une diminution de Snail et des capacités
métastatiques des cellules. Réciproquement, la déplétion de Notch cause une forte
augmentation de Snail et des capacités métastatiques des cellules (Wang et al.,, 2011).
Cette corrélation résulte d’'une interaction physique entre Snail et Nintra qui provoque
leur inhibition réciproque. D'une part Nintra, en se liant a Snail, recrute des ubiquitine
ligases qui vont diriger le complexe Snail/Notch vers la voie de dégradation (Lim et al,,
2011). D’autre part Snail empéche la formation du complexe activateur en entrant en
compétition avec le co-activateur Mastermind pour sa liaison avec Nintra. Snail empéche
donc la réponse transcriptionnelle lors de 'activation du signal Notch (Kim et al., 2013).

Ainsi dans les cellules d’hépatocarcinome, la voie Notch et le facteur Snail sont
fondamentalement liés par une interaction physique, qui peut méme inhiber leur

fonction respective.
(3) Régulation de I'expression de Snail par Notch

Si Snail controle I'expression de facteurs impliqués dans I'activation du ligand
Delta, Notch réciproquement peut controler 'expression des membres de la famille
Snail. Lors du développement cardiaque, Slug et Snail contribuent a la migration des
cellules de I'enveloppe cardiaque qui sont a l'origine de la formation des valves et
septums du cceur adulte. Or I'expression de slug est directement activée par Notch dans
les cellules endothéliales. Cette activation conduit a 'EMT et a la migration des cellules

de I'enveloppe cardiaque (Niessen et al., 2008).

Ainsi que ce soit via une interaction indirecte par action sur les ligands, ou bien via
une interaction directe par liaison physique ou régulation transcriptionnelle, les
protéines de la famille Snail et la voie Notch s’entremélent dans une grande variété de

types cellulaires.
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V. Projet de these

Comme je vous l'ai décrit dans l'introduction, les facteurs de la superfamille Snail
ont de multiples fonctions au cours du développement notamment lors de la régulation
de l'identité neurale et neuronale. Mon projet de these est centré sur l'analyse de
I'implication des facteurs de la superfamille Snail dans la mise en place de l'identité
cellulaire des soies mécanosensorielles.

Des données préliminaires du laboratoire montrent que la protéine Esg est
présente dans pllb, la cellule précurseur a l'origine du sous lignage neural. Alors que
Wor n’est pas détectée dans ces cellules et Snail est présent uniquement dans la cellule
gliale (these de Pierre Fichelson). En appui de ces observations, ’ARN codant la protéine
Esg a été détecté par PCR quantitative dans des cellules plIb isolées par microdissection
laser (données d’Eulalie Buffin). Ainsi Esg est exprimé différentiellement dans les
précurseurs secondaires du lignage des soies. Quelle est I'expression de ce facteur
dans les autres cellules du lignage ? Qu’en est-il de I'expression des membres de la
famille Scratch ? Ces facteurs sont-ils impliqués dans I'acquisition de I'identité des

cellules des soies mécanosensorielles ?

Les membres de la famille Snail (Snail, Esg et Wor) agissent de maniére
redondante lors de la mise en place de l'identité dans les neuroblastes embryonnaires.
Seule la délétion des trois geénes entraine un phénotype qui peut étre sauvé par la
surexpression d'un seul. Un tel phénomene est-il retrouvé dans le lignage des

soies ? Une redondance est-elle possible entre membres de la superfamille ?

Les cinqg types cellulaires du lignage des soies sont formés a partir d’'une cellule
précurseur unique apres une série de quatre divisions asymétriques. La détermination
cellulaire dans ce systéme repose sur une répétition d’activation différentielle de la voie
Notch. Comment l'utilisation itérative d’'un méme mécanisme peut-elle conduire a
la formation d’une telle diversité cellulaire ? D’autres facteurs, spécifiquement
ceux de la superfamille Snail, peuvent-ils étre impliqués dans ce processus ? Cette

implication se fait-elle en interaction avec la voie Notch ?

Comme je vous l'ai décrit dans l'introduction, I'implication des facteurs Snail au

cours du développement couvre, en plus de la régulation de l'identité cellulaire, une
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vaste gamme de processus tels que la morphogenese cellulaire ou le cycle cellulaire.
Chez la drosophile, les facteurs Snail controlent-ils la morphogenése ou le cycle

cellulaire dans le lignage ? Qu’en est-il pour d’autres tissus ?

Ce sont ces questions qui ont rythmées mes travaux de thése et auxquelles je vais

m’efforcer de répondre en me basant sur les résultats que j’ai obtenus.
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Matériel et Méthodes
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I. Lignées de mouches utilisées

Les drosophiles sont élevées et croisées sur un milieu standard (pour 10ml de
milieu: 9ml d’eau, 125,5g d’agar, 60g de levure de biere, 960g de farine de mais et
250ml d’une solution contenant 22% d’antifongique methyl hydroxy-4-benzoate dilué
dans de I'éthanol). Sauf cas particulier mentionné au moment de la description de

I'expérience, les individus sont gardés a 25°C.

Lignées utilisées comme rapporteur d’expression :

- Pour escargot: la lignée protein-trap esg::GFP/Cyo (FlyTrap) et la lignée
enhancer-trap esg>gal4/Cyo (don de S. Hayashi)

- Pour scratch : 1a lignée enhancer-trap scrt>lacZ (chromosome 3)
Pour Notch : GBE+Su(H)ms>lacZ (chromosome 3, Furriols et Bray, 2001)

- Pour le complexe E(spl): E(spl)ma>GFP (chromosome 2), E(spl)mf>lacZ
(chromosome 2), E(spl)m4>GFP (chromosome 2), E(spl)my>lacZ (chromosome 2)
et E(spl)m8>lacZ (chromosome 2) (dons de F. Bernard)

Lignées mutantes ou RNAI utilisées :
- Pour escargot: esgt%5 FRT40A/Cyo”"TM6Tb, esgP3/Cyo”"TM6Tb, esg35cel
/Cyo*TM6Tb (dons de S. Hayashi) et UAS>esg dsRNA 9794 (chromosome 3, VDRC)
- Pour scratch : scrt/°11/TM3, scrt/916/TM3 (dons de E. Biers) et UAS>scrt dsRNA
(chromosome 2, VDRC)
- Pour prospero : pros'” FRT82B/Cyo”TM6Tb (don de C. Doe)
Pour miR-279 : miR-279%2-7 FRT82B/TM6Tb (don de 1. Kadow)

Pour Notch : N& (chromosome X)

Lignées utilisées pour les analyses de gain de fonction :
- Pour escargot : UAS>esg (chromosome 2, don de S. Hayashi)
- Pour scratch : HS>scrt (chromosome 3, don de E. Biers)
Pour miR-279 : UAS>miR-279 (don de I. Kadow)
Pour notch : UAS>Nintra (chromosome 3) et HS-Nintra (chromosome 2)

Pour cut : UAS>cut (chromosome 3, don de N. Perrimon)
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Figure 29 : Le systéme UAS/Gal4

Une lignée transgénique contient, en amont du géne codant le facteur de transcription
spécifique de la levure Gal4 (violet),les séquences cis-régulatrices d’'un gene pilote (vert)
choisi pour son expression dans un tissu spécifique. Une seconde lignée transgénique
contient les séquences UAS (bleu) en amont de la séquence d’intérét x. Le croisement de
ces deux lignées entraine I'expression tissue-spécifique du géne x par fixation de Gal4
sur ses séquences cibles UAS.




Lignées utilisées comme source de Gal4 pour les analyses de gain de fonction :
- Dans le notum : neuralized?”?>Gal4/TM6Tb et elav>Gal4 (chromosome 3)
- Dans le disque d’aile: patched>Gal4 (chromosome 2, don de ]. Cagliero);

engrailed>Gal4 (chrosome 2, don de ]. Cagliero)

Lignées utilisées pour les clones de surexpression et clones mitotiques :
- Clones de surexpression : HS>Flipase ; tubuline>FRT-CD2-FRT-Gal4, UAS>GFP et
HS>Flipase ; tubuline>FRT-CD2-FRT-Gal4, UAS>lacZ (don de ]. Cagliero)
- Clones mitotiques: Ubx>Flipase; tub>GFP FRT40A et Ubx>Flipase;; tub>GFP
FRT82B

Lignées pour surexprimer une protéine couplée a un marqueur fluorescent:

UAS>histone2B::YFP ; UAS>histoneZB::RFP et UAS-pon::GFP

Il. Le systeme UAS/Gal4 (Fig.29)

La plupart des expériences de surexpression ont été réalisées en utilisant le
systeme UAS/Gal4/Gal80%. Le facteur de transcription Gal4 (découvert chez la levure et
naturellement non présent chez la drosophile) se fixe au niveau de séquence spécifique
UAS (Upstream Activated Sequence) et active I'expression des génes en aval (Brand et
Perrimon, 1993). La protéine Gal80 est un répresseur de Gal4. La forme thermosensible
de cette protéine (Gal80t) permet de moduler la fonctionnalité de Gal4 en fonction de la
température : a 18°C Gal80 inhibe Gal4, alors qu’a 30°C, Gal80 étant sous forme inactive,
Gal4 active 'expression des genes sous le contréle d’'un promoteur UAS.

Dans le notum, la lignée neuralizedr’?>Gal4 (ou la production de Gal4 est sous le
controle du promoteur du gene neuralized exprimé spécifiquement dans le lignage des
soies) combinée a un transgéne exprimant la Gal80% de maniére ubiquitaire
(tubuline>Gal80%) permet ainsi un controle temporel et spatial de I'expression des genes
possédant des séquences UAS dans leur promoteur. Dans la plupart des expériences que
jai effectuée, la protéine de fusion Histone2B::YFP (dont I'expression est régulée par
une séquence UAS) permet de visualiser les noyaux des cellules ou la Gal4 est active. Ce
systéme m’a permis aussi bien de réaliser des gains de fonction (UAS>esg) que des

pertes de fonction par RNAi (UAS>esg dsRNA).
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Figure 30 : La technique de clones mitotiques

Une lignée transgénique est hétérozygote pour la mutation (trait violet sur le chromosome
rose) du géne x. Le méme bras du chromosome homologue (bleu) porte une séquence
codant de maniére ubiquitaire la GFP (trait vert). Prés du centromére (rond bleu ou rose)
de ces chromosome, se trouvent des séquences issues de la levure FRT (Flippase
Recognition Target). Lors de la division, la production de Flippase (orange), une
endonucléase spécifique de la levure, induite des cassures doubles brins au niveau des
séquences FRT. Lors de la réparation, un échange de chromatides entre les deux
chromosomes homologues est alors possible (traits en pointillés). Aprés la division, on
obtient deux cellules filles différentes : une homozygote pour la mutation du géne x (haut)
et 'autre portant deux copies de la séquence codant la GFP (bas).



lll. Analyse clonale

1. Clones mitotiques

La technique de clone mitotique consiste dans la génération de groupes de cellules
mutantes au sein d'un tissu hétérozygote (Fig.30). Les cellules mutantes sont obtenues
suite a un échange de bras chromosomiques lors de la mitose. Cet échange est rendu
possible grace a I'action de la flippase (FLP), une enzyme qui induit des cassures double
brin de 'ADN au niveau de séquences spécifiques appelées FRT (Flipase Recognition
Target). Ainsi, lorsque ces séquences sont présentes sur chaque chromosome, au méme
locus, la flippase coupe ’ADN. Lors de la réparation, un échange de chromatides entre
les deux chromosomes est alors possible. Si un chromosome porte une mutation
récessive que l'autre n’a pas, alors I'échange de bras chromosomiques lors de la mitose
permet la génération d'une cellule fille qui hérite de deux copies de la mutation alors
que sa sceur hérite des deux copies du géne non muté. Classiquement, le chromosome
non muté porte également, en plus de la séquence FRT, un marqueur tel que la GFP ou la
B-galactosidase (lacZ). Ce marqueur permettra d’identifier les cellules mutantes par leur
absence de GFP/lacZ. Nous aurons donc trois types de cellules: des cellules
hétérozygotes pour la mutation et qui expriment le marqueur, des cellules homozygotes
pour la mutation dépourvues de GFP/lacZ et des cellules homozygotes non mutantes
exprimant la GFP/lacZ. Ce systéeme est un grand atout quand les mutations du gene
étudié, comme pour les facteurs de la superfamille Snail, provoque une létalité
embryonnaire. Ce systéme permet a l'individu de se développer au dela du stade
embryonnaire (car il est hétérozygote pour la mutation récessive). De plus seul une
partie des cellules sont mutantes. Elles sont donc entourées par des cellules non
mutantes. Ceci permet de comparer des cellules mutantes et des cellules controles
exactement au méme stade de développement et obtenues dans des conditions
strictement identiques.

Afin de générer des clones dans le notum, j’ai utilisé une lignée ou la production de
FLP est sous le contrdle du promoteur du gene Ultrabithorax (Ubx) qui s’exprime dans le
disque d’aile. Du fait de son expression précoce, Ubx>FLP permet de générer de grands

clones dans l'aile et le notum.
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Figure 31 : La technique de clones de surexpression

Une lignée transgénique contient (1) un promoteur thermosensible en aval la séquence
codant la Flippase, un endonucléase issue de la levure, et (2) la séquence codant le
facteur de transcription Gal4 en amont d’'un promoteur ubiquitaire mais distants du fait de
la présence d’'une séquence codante (STOP) contenue entre deux sites FRT reconnus
par la flippase. Une seconde lignée transgénique contient les séquences UAS (bleu) en
amont de la séquence d’intérét x. Le croisement de ces deux lignées et un choc
thermique entraine la production de la Flippase. La Flippase se fixe sur les séquences
FRT, induit des cassures double brin de 'ADN et lors de la réparation, la séquence
codante (STOP) est éliminée et la Gal4 est produite. La protéine Gal4 se fixe sur ses
séquences cibles UAS et induit I'expression du géne x. Ainsi seules les cellules ou la
Flippase induit des recombinaisons exprimeront le géne x. Généralement elles sont
identifiées grace a un autre transgene contenant la séquence codant un rapporteur (par
exemple GFP) en aval d’un promoteur UAS.



2. Clones de surexpression

La technique de clone de surexpression permet de surexprimer une protéine dans
une population de cellules au sein d'un organisme, évitant ainsi la létalité souvent
causée par une surexpression ubiquitaire ou précoce (Fig.31). Cette technique
également utilise le systeme FLP/FRT sauf que dans ce cas les séquences FRT sont
localisées sur un méme chromosome de part et d’autre d’'une séquence codante avec en
amont un promoteur ubiquitaire (comme celui de la tubuline) et en aval la séquence
codant pour la Gal4. En absence de FLP, le promoteur de la tubuline active 'expression
de la séquence codante présente entre les séquences FRT. Le signal d’arrét de la
transcription présent dans cette séquence fait que la Gal4 n’est pas produite. Lorsque la
flippase est présente, ’ADN est coupé au niveau des séquences FRT et lors de la
réparation, la séquence codante présente entre les sites FRT est éliminée. Le promoteur
de la tubuline peut donc activer la production de Gal4 qui a son tour induit I'expression
des genes sous le contréle d’'un promoteur UAS.

Afin de générer des clones de surexpression dans le notum et le disque d’aile, j’ai
utilisé une FLP sous le contréle d’'un promoteur thermo-inductible. Le choc thermique
est généralement réalisé dans des larves de stade L1. Cette lignée étant combinée a un
rapporteur UAS>histone2B::GFP ou UAS>histone2B::LacZ, les cellules clonales sont

respectivement marquées par la GFP ou la 3-galactosidase.

IV. Immunomarquage
1. Procédures expérimentales

(1) Dissection de notum

Les individus sont prélevés au stade « pupe blanche », c’est a dire au moment de la
formation du puparium et gardés a 25°C (sauf mention contraire) jusqu’au moment de la
dissection. Les nota sont disséqués dans du tampon PBS (137mM NaCl, 2,7 mM KCl,
10nM NazHPO4, pH7,5). La pupe est fixée par deux fines aiguilles, face ventrale vers le
haut. Le sommet de la partie antérieure est coupé et une incision est pratiquée sur la
cage pupale de la téte jusqu’a I'abdomen. La cage pupale est ensuite retirée délicatement
avec des pinces. La pupe est ainsi « mise a nue » de la téte jusqu’a I'abdomen. Ensuite la
téte est coupée et les parties latérales incisées en prenant comme point d’entrée la téte

de la pupe, permettant ainsi que la région ventrale du thorax soit retirée. Avec une pince,
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les trachées et l'intestin sont délicatement retirés. Les particules de gras ainsi que les
muscles sont évacués grace a un flux de PBS créé avec une pipette. Les zones les plus
latérales sont ensuite retirées, ne laissant qu’une fine bande centrale toujours attachée a
I'abdomen.

La dissection est ensuite fixée pendant 20 minutes (sauf pour esg ::GFP ou le
temps de fixation est de 40 minutes) dans une solution contenant 4% de
paraformaldéhyde avant d’étre remplacée par du PBT (PBS + 0,1% triton X100). La fine
bande de tissu dorsale est alors séparée de I'abdomen et placée dans une coupelle
contenant du PBT ou seront effectués trois ringages de 10 minutes. Les nota sont par la
suite incubés avec les anticorps primaires dilués dans du PBT et laissés pendant 1 heure
a température ambiante ou bien sur la nuit a 4°C. Trois lavages de 10 minutes dans du
PBT sont réalisés apres chaque bain d’anticorps. Les nota sont ensuite incubés avec les
anticorps secondaires pendant 1 heure a température ambiante dans une chambre
opaque puis rincés trois fois pendant 10 minutes dans du PBT. Enfin les nota sont
transférés dans du PBS/Glycérol (20/80) pendant 1 heure avant d’étre montés entre

lame et lamelle dans une goutte de milieu de montage (PBS 1X, Glycérol et 1%
propylgalate).

(2) Dissection du disque d’aile

Les larves sont prélevées au stade L3 et déposée dans une coupelle contenant du
PBS froid. Sur une lame de verre contenant du PBS, les larves sont coupées au tiers a
partir de la région antérieure et retournées sur la pince. Le corps gras et autres tissus
(glandes salivaires) sont délicatement retirés avec une pince. La partie restante de la
larve est ensuite incubée pendant 20 minutes dans une solution de paraformaldéhyde
4% avant d’étre rincée trois fois 10 minutes dans du PBT 0,3% (PBS + 0,3% triton
X100). Comme pour les nota, les larves sont ensuite incubées pendant 1 heure ou une
nuit dans l'anticorps primaire, rincées trois fois 10 minutes dans du PBT 0,3% puis
incubées 1 heure dans I'anticorps secondaire avant un nouveau ringage de trois fois 10
minutes dans du PBT 0,3%. Finalement, les larves sont recouvertes par du PBS/Glycérol
(20/80) et le disque d’aile est alors isolé avant d’étre déposé entre lame et lamelle dans

une goute de milieu de montage.
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(3) Immunomarquage d’embryon

Les mouches adultes sont isolées dans une cage reposant sur un milieu de ponte
agrémenté d’'une noisette de levures hydratées. La cage est alors déposée dans une
étuve réglée a 25°C pendant le temps de la ponte au bout duquel le milieu de ponte est
retiré. Les embryons sont ensuite laissés a 25°C jusqu’a atteindre le stade souhaité
(déterminé par le temps écoulé entre le début de la ponte et le moment de la fixation).
Les embryons sont ensuite détachés du milieu de ponte grace a un brossage délicat avec
un pinceau dans de I'eau avant d’étre transférés dans ce qu’on pourrait décrire comme
une « passoire » (un tube fermé par un filet avec un maillage fin). Les embryons sont
ensuite rincés sous un filet d’eau courante jusqu’a ce que toute la levure soit retirée. Le
chorion des embryons est alors retiré grace a un bain de 2 minutes dans de la javel 4%
puis les embryons sont rincés abondamment sous un filet d’eau continu.

Apres avoir bien retiré toute I’eau, les embryons sont plongés dans une solution
d’heptane avant d’étre rapidement prélevés et incubés 5 minutes dans un tube en verre
contenant un mélange heptane/formaldéhyde 37% (50/50). A la fin de I'incubation, la
phase inférieure, correspondant au formaldéhyde, est retirée avec une pipette pasteur
en prenant garde a ne pas aspirer les embryons avec. Le méme volume de méthanol est
alors ajouté et le tube est fortement agité pendant 1 minute. Les embryons ayant plongé
au fond du tube sont alors prélevés avec une pipette pasteur et déposés dans un tube
eppendorf 1,5ml. Ils sont ensuite rincés trois fois dans du méthanol avant d’ajouter un
mélange eau distillée/méthanol (50/50, le mieux étant de mettre d’abord le méthanol
dans le tube eppendorf et d’ajouter ensuite doucement le méme volume d’eau distillée).

Pour finir, les embryons sont rincés trois fois 10 minutes dans du PBT avant d’étre
immunomarqués comme cela a été décrit dans les dissections précédentes. Pour étre
déposés entre lame et lamelle, une pipette dont I'extrémité du cone a été sectionnée est
utilisée.

2. Anticorps utilisés

Les anticorps primaires utilisés sont les suivants :

Dirigé contre Fait chez Dilué au Origine

B-Galactosidase Souris 1/500

B-Galactosidase Lapin 1/500 Cappel

Caspase3 active Lapin BD Biosciences Pharmingen
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Figure 32 : Marqueurs utilisés dans cette étude pour identifier les différents types
cellulaires dans le lighage des soies mécanosensorielles.



Cut souris 1/500 DSHB

Elav Rat 1/100 DSHB

Escargot Rat 1/500 Don de S. Hayashi

Futsch (22C10) concentré Souris 1/200 DSHB

GFP Souris 1/1000 InVitrogen

GFP lapin 1/500

Nerfin-1 Cochon d’'Inde | 1/500 Don de W. Odenwald

Pdm1 Lapin 1/1000 DSHB

Phospo-HistoneH3 Lapin 1/1000 Upstate Biotechnology

Phospho-Tyr Rat 1/500 Abcam

Prospero Souris 1/500 Don de C. Doe

Repo Souris 1/5 Don de B. Jones

Su(H) Rat 1/1000 Don de F. Schweisguth

Tramtrack69 Lapin 1/200 Don de Travers

Wingless Souris 1/500 DSHB

Les anticorps secondaires utilisés sont les suivants :

Dirigé contre Fluorochrome | Fait chez Dilué au Origine

Souris 488 chévre 1/1000 Molecular Probes
568 chévre 1/1000 Molecular Probes
660 chévre 1/1000 Molecular Probes

Lapin 488 chevre 1/1000 Molecular Probes
568 chévre 1/1000 Molecular Probes
660 chévre 1/1000 Molecular Probes

Rat 488 chévre 1/1000 Molecular Probes
568 chévre 1/1000 Molecular Probes
660 chévre 1/1000 Molecular Probes

Cochon d’Inde 568 chévre 1/1000 Molecular Probes

Afin de simplifier la compréhension des immunomarquages, j'ai réuni sous forme

de schéma l'expression de différents facteurs utilisés de maniere répétée dans mes

expériences comme marqueurs d’identité cellulaire dans le lignage des soies (Fig.32).
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3. Incorporation d’EdU

Afin de déterminer les cellules en cours de réplication de leur ADN, j’ai utilisé la
technique d’incorporation du 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU). Cette méthode demande
une préparation moins longue et surtout est moins délétere pour les fluorochromes
présents dans le tissu (pas de dénaturation de I’ADN dans un bain de HCI).

Jai donc disséqué les nota dans un milieu M3 complet (SVF 2%, ecdysone
0,5mg/ml, insuline 0,2U/ml). Les nota sont ensuite incubés 30 minutes dans du milieu
complet additionné d’EAU (10uM). Par la suite, jai réalisé un immunomarquage

standard et 'EdU est révélée grace au kit Click-iT™ EdU (InVitrogen).

V. Dissection de nota et d’ailes adultes.

1. Dissection de nota

La mouche au stade pharate est fixée par deux aiguilles sur un support en silicone,
face ventrale vers le bas. La cage pupale est retirée grace a une pince apres incisions au
niveau de la téte puis le long de I'axe téte-abdomen. La téte est ensuite retirée et deux
incisions latérales juste au dessus de la base de 'aile permettent de détacher le thorax
dorsal. Celui-ci est ensuite placé dans un bain de Hoyer (gomme arabique 600mg/ml,
chloral hydrate 4g/ml, glycérol 400mg/ml) additionné d’acide lactique (1:1) pendant 24
heures. L'acide lactique va permettre de dissoudre les tissus toujours présents sur la
cuticule. La cuticule restante est montée entre lame et lamelle (rehaussée légerement
par deux lamelles découpées) dans une goutte de Hoyer. Le tout est incubé une nuit a

50°C afin que le Hoyer polymeérise.

2. Dissection d’aile adulte

Les mouches sont endormies par un flux de CO;. Elles sont ensuite fixées sur un
support en silicone grace a deux aiguilles plantées au niveau de I'abdomen. Elles sont
ensuite immergées pendant quelques secondes dans un bain d’éthanol 70%. Les ailes

sont ensuite découpées et déposées dans une goutte de Hoyer entre lame et lamelle.
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VI. Imagerie

1. Observations des nota et ailes adultes
Les nota et ailes sont observés sous lumiere blanche a l'aide d’'un microscope
Nikon Eclipse 80i. Ce microscope, possédant une fonction de contraste différentiel,

permet d’obtenir des images de nota « en relief ».

2. Observations de tissus fixés immunomarqués
Les échantillons immunomarqués sont observés sous un microscope a
épifluorescence Olympus BX41 couplé a un spinning disc, muni d’'un caméra numérique
(Cool Snap), d’'un obturateur mécanique (Unblitz) et d'un piezo électrique permettant de
faire des variations automatique en Z. L’acquisition des images s’effectue a l'aide du

logiciel Metamorph (Universal Imaging). Les données sont ensuite traitées sous Image].

3. Observations de notum in vivo
(1) Préparation des pupes a I'imagerie in vivo

La pupe est isolée au début de la pupaison et placée a 25°C (sauf mention
contraire) jusqu’'au stade souhaité. Elle est ensuite nettoyée avec un pinceau humide
pour retirer tout le milieu restant puis placée quelques secondes dans un bain d’éthanol
70% afin de retirer toute I'’eau. La pupe est ensuite collée sur une lame grace a un ruban
adhésif double face, face ventrale vers le bas. L’opercule situé au niveau de la téte est
délicatement retiré avec une pince puis, toujours avec la méme pince glissée entre la
cage pupale et la pupe, la cage pupale est tres délicatement découpée de la téte jusqu’a
I'abdomen. Grace a cette incision, la cage pupale est écartée de la pupe et collée sur le
ruban adhésif adjacent. La pupe est ensuite délicatement décollée du ruban adhésif
grace a un pinceau fin humide. Elle est prélevée avec une pince et placée sur une plaque
métallique reliée a un systeme de contrdle de la température (Coyote M.Gho®). La pupe
est entourée par une mousse humide et recouverte (en veillant a ne pas 'écraser) par

une lamelle enduite d’huile Voltalef 10S.
(2) Imagerie in vivo (Time-Lapse)

Le montage est alors placé sous un microscope Olympus BX41 couplé a un
spinning disc. Apres sélection d’'une zone adéquate, le microscope est alors réglé pour
prendre des images de cette zone toutes les 3 minutes. L'image peut étre composée de

différents points selon I'axe en Z.
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VIl. Quantification des axones

1. Quantification de la longueur des axones

Cette quantification a été réalisée lors de I'analyse clonale de la perte de fonction
d’esg. En effet, ce contexte permet de disposer de contréles exactement au méme point
développemental que les mutants analysés. A chaque fois j'ai donc comparé la longueur
d’'un axone mutant a celle de son controlatéral non mutant.

Pour se faire, les nota (marqués par I'anticorps spécifique des axones 22C10) sont
imagés en mosaique a l'objectif 40X sur différents plans en Z (du début a la fin de
I'axone). Le réassemblage du notum complet est réalisé, sous Image] avec le plugin
Mosaic], a partir d’aplatissements des différentes sections en Z de chaque image en ne
retenant que les points avec une intensité maximum (projection maximum). Il est a
noter que pour chaque projection maximale, les niveaux de gris ont été modifiés
uniformément. La longueur des axones est ensuite déterminée sous Image] a 'aide du
plugin Neuron] et la longueur de chaque paire de neurone m’a permis d’établir un ratio
longueur de 'axone mutant sur longueur de I'axone sauvage. Les mémes mesures ont
été effectuées pour déterminer un ratio longueur de l'axone sauvage du c6té droit/
longueur de 'axone sauvage du c6té gauche. Les deux types de ratio ont ensuite été

comparés par un test de Mann et Whitney.

2. Quantification des défaut d’arborisation axonale
Les défauts d’arborisation axonale ont été déterminés visuellement. Du fait de la
grande diversité dans les trajectoires des axones du notum, j’ai focalisé mon analyse sur
les axones de la premiére rangée (la plus éloignée des macrochaetes, en bordure de la
ligne médiale). Pour chaque notum, disséqué 28hAPF et marqué par 22C10, jai
déterminé si un ou plusieurs axones traversaient ou étaient sur le point de traverser la

ligne médiale.
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Résultats
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La mise en place de l'identité cellulaire au cours du développement est un
processus complexe qui requiert la coordination de différents signaux intrinseques et
extrinseques. Dans le lignage des soies mécanosensorielles de la drosophile, divisions
asymétriques et activation différentielle de la voie Notch sont au cceur du processus de
détermination cellulaire permettant de générer cinq types cellulaires différents a partir
d’une cellule précurseur unique.

Cependant l'activation différentielle de la voie Notch a chaque division ne permet
pas d’expliquer, a elle seule, la mise en place de quatre identités cellulaires
fonctionnellement et morphologiquement différentes. Il est pertinent de s’interroger si
d’autres facteurs participent au processus de détermination cellulaire dans ces organes.
Au cours de ma these j’ai eu pour objectif d’identifier et d’analyser des facteurs pouvant
étre impliqués dans la régulation de la détermination cellulaire dans le lignage des soies
mécanosensorielles.

Dans ce but, j’ai étudié les membres de la superfamille Snail, des facteurs connus
pour leur implication dans la neurogenese. En effet le point de départ de cette étude a
été I'observation qu’Esg, considéré comme le membre fondateur de la famille Snail, est
exprimé dans le précurseur neural pllb (these de Pierre Fichelson). Au cours de ces
quatre années de thése, par des analyses génétique et cellulaire, j’ai analysé I'implication
d’Esg et des autres membres de superfamille Snail lors la mise en place de l'identité

neurale et neuronale dans les organes mécanosensoriels.

I. Escargot et Scratch participent a la formation du sous-lignage neural

dans les soies mécanosensorielles de la drosophile.

1. Escargot et Scratch régulent l'identité neurale et neuronale dans les

organes sensoriels de la drosophile.

Afin d’analyser I'implication d’Esg et des membres de la superfamille Snail lors de
la formation du lignage des soies mécanosensorielles, j'ai analysé I'effet d’'une perte de
fonction de ces facteurs par RNAi sur les cellules externes (soies et socles). Cette étude a
mis en évidence que la double perte de fonction esg/scrt conduit a une duplication des
structures externes qui n’est pas observée lorsqu’un seul de ces facteurs est éliminé. Au
niveau cellulaire, cette transformation se traduit par des organes composés uniquement

de cellules externes (deux soies, deux socles) et dépourvues de cellules internes
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(neurone et de cellule gaine). L'utilisation de RNAi pouvant souvent altérer I'expression
d’autres facteurs, cette observation a été confirmée lors de la diminution de ces facteurs
par d’autres stratégies génétiques (clones mitotiques d'un allele nul esg en contexte
hétéroallélique pour scrt). Réciproquement, la surexpression d'un seul de ces facteurs
induit la formation d’organes composés uniquement de cellules internes et les mouches
adultes obtenues sont « chauves » (autrement dit avec des organes sensoriels dépourvus
de cellules externes). Ensemble, ces résultats suggerent qu’Esg et Scrt contribuent de
maniere redondante a la formation du sous lignage interne.

De maniére intéressante, j’ai montré qu’esg et scrt ont exactement le méme profil
d’expression : leur expression commence dans le précurseur secondaire pllb peu de
temps avant sa division et est maintenue dans toutes les cellules filles de pllb (cellule
gliale, plllb, neurone et gaine). Cette similitude d’expression entre esg et scrt renforce
I'hypothese d’'un effet redondant de ces facteurs lors de formation du sous-lignage
neural. En accord avec cette hypothese, j’ai montré que la perte de fonction esg et scrt
provoque une transformation du précurseur secondaires neural pllb en plla, générant
ainsi des organes composés uniquement de cellules externes. Réciproquement, la
surexpression d’Esg ou Scrt provoque une transformation du précurseur plla en pllb,
produisant des organes composés uniquement de cellules internes. Ces données
indiquent qu’Esg et Scrt, en agissant de maniére redondante, sont nécessaires et
suffisants pour la mise en place de l'identité neurale pllb. En tenant en compte que ces
facteurs sont exprimés peu avant la division de pllb, soit aprés que la cellule soit
spécifiée, ils ne peuvent pas jouer le role de déterminants de I'identité pllb. Je propose
qu'Esg et Scrt interviennent dans le maintien plutét que dans la spécification de
I'identité plIb.

La mise en place de I'identité plla est dépendante de l'activation de la voie Notch.
Ainsi la transformation de pllb en plla lors de la double perte de fonction esg/scrt
implique que la voie Notch ait été activée de maniere ectopique dans la cellule plIb. Afin
de déterminer si esg et scrt interagissent avec la voie Notch jai réalisé des tests
d’interaction génétiques. Cette analyse a mis en évidence que la fréquence du phénotype
de duplication des organes externes lors de la double perte de fonction esg/scrt diminue
ou augmente lorsque la voie Notch est respectivement diminuée ou augmentée. Ces

observations montrent qu’Esg et Scrt interagissent avec la voie Notch. De plus elles
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suggerent que le maintien de I'identité pllb par Esg et Scrt consiste en un blocage de
'activation ectopique de Notch dans cette cellule.

Bien qu’Esg et Scrt interviennent dans la régulation de l'identité du précurseur
neural, il est intéressant de noter que leur expression est maintenue dans toutes ses
cellules filles. Ceci m’a amené a considérer un potentiel réle d’esg et scrt dans ces
cellules. Or l'analyse clonale de la perte de fonction esg montre une diminution
significative de la taille des axones des neurones mutants ainsi qu'une altération de leur
arborisation. Par contre la perte de fonction scrt ne génére pas de défauts similaires et
les neurones mutants esg/scrt ne présentent pas d’aggravation de ce phénotype.
Ensemble, ces données montrent qu’Esg, mais pas Scrt, serait impliqué lors de la
différenciation neuronale dans le lignage des soies mécanosensorielles. Il est a noter que
I'implication d’Esg dans le controle de la différenciation neuronale est conservée dans
d’autres organes sensoriels. En effet dans des embryons mutants esg, j'observe une
altération de l'arborisation axonale des neurones du systeme nerveux périphérique.
Comment Esg régule-t-il la différenciation neuronale ?

Pour répondre a cette question, jai réalisé une perte de fonction esg
spécifiquement dans les organes mécanosensoriels (en exprimant grace a
neuralizedr’2>gal4 un RNAI dirigé contre esg). Dans ce contexte, je retrouve les défauts
d’arborisation observés lors de l’analyse clonale, indiquant qu’Esg agit de maniére
autonome cellulaire. De plus, une perte de fonction esg réalisée spécifiquement dans le
neurone (en exprimant grace a elav>gal4 un RNAi dirigé contre esg) conduit a des
phénotypes similaires a ceux observés lorsque la perte de fonction est effectuée dans
toutes les cellules du lignage. Ceci indique que la présence d’Esg dans les précurseurs
pllb et plllb ne participe pas au controle de la différenciation neuronale. Ainsi
I'implication d’Esg dans la différenciation neuronale est autonome cellulaire mais
également spécifique au neurone.

Ce phénotype de retard de la croissance axonale est-il du a un probléme au niveau
de la cadence des divisions cellulaires ? Plus particulierement a un retard de la division
de la cellule plllb ? En effet, si le neurone est généré tardivement, alors sa différenciation
et le développement de ses neurites se feront en retard par rapport aux organes non
mutants. Toutefois, que ce soit sur tissu fixé ou lors d’'une analyse in vivo, aucune
variation significative du moment de la division de la cellule plllb (cellule mere du

neurone) n’a été observée entre les organes esg mutants et controles.

69






Alternativement I'effet de la perte de fonction esg sur la différenciation neuronale
pourrait s’expliquer par une perturbation de la détermination neuronale. A des stades
tardifs, aucune altération de I'identité neuronale dans des organes mutants esg n’a été
observée. Par contre, a des stades plus précoces ou 'identité neuronale est en train de se
mettre en place, la progression de la détermination neuronale est retardée dans des
organes esg mutants. Au début de la vie du neurone, les facteurs Prospero (Pros) et Elav
sont exprimés séquentiellement. Dans des neurones esg mutants la dynamique
d’expression de pros et elav est retardée par rapport aux organes controles. Ainsi Esg
controlerait la progression de la détermination neuronale.

Un retard de la dynamique de la détermination neuronale peut-elle affecter la
croissance et I'arborisation des axones ? Deux observations tendent a confirmer ce lien :
d’une part le rétablissement de 'expression d’elav dans un contexte de perte de fonction
esg sauve partiellement les défauts d’arborisation axonale et d’autre part le maintien de
I'expression de pros dans le neurone provoque, comme lors d’'une perte de fonction esg,
une modification de la trajectoire des axones. Ensemble ces résultats montrent que la
dynamique de la détermination neuronale est importante pour l'arborisation axonale.
De plus ils suggerent qu’Esg influence la croissance et la trajectoire des axones en
régulant la progression de la détermination neuronale. Toutefois, alors que la perte de
fonction elav ne provoque pas de défaut de différenciation neuronale, celle de pros
aboutit a une absence de détermination et de différenciation neuronales dans 40% des
organes. Ceci montre que Pros est un élément essentiel a la détermination neuronale. De
plus cela suggere que les défauts d’arborisation axonale des neurones esg mutants
découleraient majoritairement de la dérégulation de l'expression de pros dans ce
contexte.

Pour résumer, j’'ai montré que deux membres de la superfamille Snail, Esg et Scrt
participent de maniére redondante au maintien de l'identité neurale en empéchant
I'activation de la voie Notch dans le précurseur neural. De plus, Esg a un role additionnel
dans la régulation temporelle de la détermination neuronale et dans I'établissement des

connections neuronales.
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Summary

Neural precursor cells have the potential to become neurones and this capacity
is not acquired during the cell division program that these progenitors undergo. The
mechanisms that maintain neural commitment in precursor cells remain largely
unknown. Here we show that two members of the Snail superfamily of transcription
factors, Escargot and Scratch, are specifically expressed in neural progenitors in the
Drosophila bristle lineage. Both Escargot and Scratch genetically interact with the
Notch pathway and redundantly maintain neural precursor cell commitment.
Moreover, Escargot but not Scratch is involved in neuronal determination and axon
patterning. Our data suggest that the action of Escargot relies on a cell-autonomous
regulation of the expression of neuronal differentiation factors such as ELAV and
Prospero. Snail-related transcription factors are thus involved in the maintenance of

neural commitment of progenitor cells as well as in neuronal differentiation.

Highlights

esg and scrt, acting redundantly, are necessary and sufficient to promote

neural fate

Esg, Scrt and N-pathway interact in the control of neural fate commitment

Esg, but not Scrt, controls cell-autonomous axon patterning

Esg regulates expression of neuronal differentiation genes as elav and prospero






Introduction

Nervous system formation relies on tight spatial and temporal interactions
between cell proliferation, determination and differentiation. These interactions are
clearly observed in developmentally regulated neural cell lineages where neurones
originate from single neural stem cells that undergo stereotyped patterns of cell
divisions. These neural progenitor cells are originally committed to become
neurones, as revealed by the fact that cell cycle-arrested neural progenitor cells
adopt a terminal neuronal identity (Brown et al., 2003; Hartenstein and Posakony,
1990; Lacomme et al., 2012). How neuronal commitment is maintained throughout
progenitor cell proliferation remains as yet unknown.

Genes belonging to the Snail and Scratch families (combined in the so-called
Snail superfamily) encode closely related zinc-finger transcriptional repressors as
well as activators that are fundamental for metazoan development (Barrallo-Gimeno
and Nieto, 2009). In Drosophila, snail (sna), escargot (esg) and worniu (wor)
compose the Snail gene family and scratch (scrt) genes compose the Scratch family.
Genes of these families are involved in a wide range of cellular functions ranging
from the control of large-scale cell movements (Grau et al, 1984; Leptin and
Grunewald, 1990; Oda et al., 1998), organogenesis (LaBonne and Bronner-Fraser,
2000; Nieto et al., 1994), cell cycle regulation (Fuse et al.,, 1994; Hayashi, 1996;
Nakayama et al., 1998) and cell determination (Fuse et al., 1996; Yan et al., 2013).
While the involvement of Snail factors during cell migration has been investigated in
depth, their role in the control of organogenesis and cell fate determination remain
poorly understood in spite of evidence accumulated notably from studies on
Drosophila neurogenesis. For instance, the ventral nerve cord is severely
underdeveloped in Drosophila embryos harbouring a deletion that cover esg, sna
and wor genes (Ashraf et al., 1999; Ashraf and Ip, 2001; Cai et al., 2001). In this
context, neural defects can be rescued by the expression of any of these Snail-related
factors, suggesting overlapping or redundant functions. Moreover, sna, esg and wor
also act redundantly in the process of "telophase rescue”, a compensatory
mechanism that partially corrects localization defects of cell fate determinants
during neuroblast divisions (Ashraf and Ip, 2001; Cai et al., 2001). These factors can
also act individually in neurogenesis. For example, Wor is required to promote cell-
cycle progression and to inhibit premature differentiation in neuroblasts (Lai et al,,

2012). In contrast, Esg promotes neuronal formation in the olfactory system of






Drosophila (Hartl et al., 2011). Finally, Scrt has been attributed a role in peripheral
neuronal determination (Roark et al., 1995). Taken together, these data indicate that
Snail/Scratch factors are involved in neurogenesis, however little is known about
the molecular basis of their involvement.

The Drosophila bristle cell lineage is a well-suited model to study fundamental
mechanisms controlling neuronal commitment of progenitor cells (Gho et al., 1999;
Lai and Orgogozo, 2004). In this lineage, a primary precursor cell called pl
undergoes a stereotyped sequence of oriented asymmetric cell divisions and
generates a neurone and four other differentiated cells forming the sensory organs
(Fichelson and Gho, 2003; Gho et al,, 1999). As they repeatedly divide, pI cells transit
through two different precursor states (pllb and plllb) before acquiring a neurone
identity. The pl cell division produces the secondary precursor cells, pllb and plIa.
The plla cell gives rise to the outer terminal cells, the socket and the shaft cells. The
plIb cell is at the origin of the inner cells, the glial cell (that disappears by apoptosis)
and the tertiary precursor cell plllb, which then generates the sheath cell and the
neurone. During differentiation, neurones innervate the sensory organ to which
they are clonally related and the thoracic ganglia via an axon that starts to develop
at about 23 h after pupal formation (APF). In each hemi-thorax, axons extend,
fasciculate with each other and converge, following a medio-lateral direction,
toward the neural track of the dorso-central macrochaetes (Usui-Ishihara et al,
1995). Because of its simplicity and accessibility, the bristle lineage represents an
ideal system to identify mechanisms involved in key steps of neurogenesis, ranging
from neural commitment of progenitor cells to terminal neuronal differentiation
and axonogenesis.

In the bristle lineage, at each division, both daughter cells acquire different
identities due to the differential activation of the Notch-pathway (N), an
evolutionarily conserved cell-signalling pathway present in all metazoans and
involved in numerous developmental processes (Guruharsha et al., 2012). In N loss-
of-function, all cells acquire a neuronal fate and, conversely, sensory organs
composed exclusively by socket cells are observed after continuous ectopic
activation of the N-pathway. The differential activation of the N-pathway between
daughter cells has been well documented during pl division: one daughter cell, pllb
(Notr cell), acts as a N-signal sender and its sibling, plla (Non cell), is a N-signal

receiver (Guo et al., 1996). The bias in the activation of the N-pathway is mainly






assured by the stereotyped segregation in one daughter cell (the future pllb cell) of
determinant factors as Numb and Neuralized (Neur) (Guo et al., 1996; Le Borgne
and Schweisguth, 2003; Morin and Bellaiche, 2011). While the molecules and
signalling pathways involved in such asymmetric processes have been investigated
in depth, factors that maintain neural commitment over rounds of divisions are
unknown. Similarly, how specific fates are assigned at each round of division
remains unclear.

Growing evidence indicates that Snail factors interact with N during normal
development and pathological contexts. In the Drosophila embryo, Snail cell-
autonomously represses N-signalling and, in a non-autonomous manner, promotes
N-activation to correctly position the frontier between mesoderm and
neuroectoderm (Morel et al., 2003). A similar mechanism has been suggested for
Snail factors in neural precursor cells during early neurogenesis (Ashraf et al., 1999;
Ashraf and Ip, 2001; Cai et al., 2001). Interestingly, direct interaction between the
intracellular domain of the Notch receptor and Snail has been reported in
hepatocellular carcinoma cells (Kim et al., 2013; Lim et al., 2011). Considering the
importance of N in cell fate determination in the bristle lineage, this cell lineage is an
ideal model system in which to dissect potential interactions between Snail-related
transcription factors and N during neurone commitment and determination.

Here we show that Esg and Scrt are specifically expressed in the pllb-
sublineage and act redundantly to maintain the binary pllb/plla fate-decision. Later
on in development, Esg, but not Scrt, is involved in neuronal differentiation and in
axon patterning. Esg acts cell autonomously to regulate the expression of factors
involved in neurogenesis such as Pros and ELAV. We propose, that esg and scrt
belong to a pool of genes that are expressed during the early steps of neurogenesis
and underlie intrinsic capabilities of progenitor cells to ultimately differentiate into

SEensory neurones.






Results

Downregulation of esg and scrt leads an inner-to-outer cell transformation.

In a screen to identify mechanisms involved in neural commitment, we
analysed the effect of the deregulation of members of the Drosophila Snail gene
superfamily on mechanosensory organs. Using clonal and RNAi strategies, we
observed that external sensory structures were not affected when esg or scrt were
down-regulated individually (Figure 1A-C). In contrast, when both esg and scrt were
downregulated, sensory organs with two shafts were observed (Figure 1D). This
phenotype was observed in 48% of the flies (n=83) when esg and scrt were
downregulated using an RNAi strategy. Similar double-shaft structures were also
observed in esg null clones induced in the heteroallelic scrtio11/jo16 background (Fig.
1G). The double-shaft phenotype may be due to a cell transformation of inner cells
to outer cells or to extra-divisions in the outer cell sublineage. To discriminate
between these two possibilities, we analyzed the final cellular composition of
lineages where esg and scrt were downregulated. In control conditions, after
apoptosis of the glial cell, each sensory organ was composed of four cells, two of
which expressed the outer-cell marker Pdm1 (Figure 1E, (Fichelson and Gho,
2004)). In addition, one of these outer cells expressed a high level of Su(H), a socket
cell marker (not shown, (Gho et al., 1996)). After esg and scrt downregulation,
sensory organs were also composed of no more than four cells (Figure F, H, H').
Moreover, except for the apoptosis of glial cells, we never observed other cells in the
process of fragmentation (not shown). These observations rule out the possibility
that double shaft sensory organs were due to extra-divisions of outer cells and
suggest that they arise from a cell fate transformation. Consistent with this
hypothesis, after esg and scrt downregulation, we observed sensory organs formed
exclusively of four outer cells (Pdm1-positive, Figure 1F', asterisks), including two
socket cells (Su(H)-positive, Figure 1H', asterisks). In addition, in these clusters, cells
never expressed the inner cell markers ELAV, a splicing regulator, and the
transcription factor Prospero (Pros), which identify neurones and sheath cells
respectively (Figure 1F", asterisks). Taken together, these observations show that
the extra set of external structures, observed after downregulation of both esg and

scrt, is due to a cell transformation in which inner cells adopt an outer cell fate.






We next studied whether Esg and Scrt are sufficient to determine inner cell
fates. Overexpression of scrt (HS>scrt) at 16h APF gave rise to flies harbouring a
severe bristle loss phenotype (Figure 1I). As shown in Figure 1] (asterisks), this
external phenotype was associated with sensory organs formed exclusively of inner
cells (identified by the lack of Pdm1 staining, Figure 1]'), two of them neurones
(ELAV-positive cells, Figure 1]J"). Similar sensory organs composed exclusively of
inner cells (ELAV-positive neurones and Pros-positive sheath cells) were also
observed when esg was overexpressed (using the HS>Gal4 driver heat-shocked at 16
h APF, Fig. S1). These observations show that overexpression of esg or scrt is
sufficient to induce a cell transformation where outer cells acquire inner cell fate
identities.

Our results show that inner to outer cell transformation was induced only
when esg and scrt were jointly downregulated and a converse cell transformation
was observed after overexpression of one of them. As such, esg and scrt, acting

redundantly, are necessary and sufficient to promote inner cell fate decisions.

Esg, Scrt and N interact in the control of inner cell fates.

The inner to outer cell transformation induced after esg and scrt
downregulation is reminiscent to that observed after overactivation of the N-
pathway. Conversely, overexpression of esg or scrt mimics N-pathway
downregulation. This prompted us to test whether esg and scrt function in the same
genetic pathway as N in the control of fate determination in bristle cells. To this end,
we analyze the penetrance of the double-shaft phenotype observed after depletion
of both esg and scrt in conditions where N activity was deregulated (Figure 1K).
Using the pannier>Gal driver to express esg- and scrt-RNAI in the median region of
the notum, we observed around 4 duplicated organs per notum when pupae were
maintained at 30°C (n=77). This value was significantly reduced when esg and scrt
were downregulated in a N-heterozygous background (N%1/ N* pupae maintained at
30°C, n=76, p<0.001). Conversely, a significant increase in the number of duplicated
organs was observed when esg and scrt were downregulated in a background where
the N activity was increased (HS>Ni"tra pupae maintained at 30°C, n=63, p<0.001).
Since we never observed duplicate sensory organs under these two N deregulation
conditions without esg and scrt downregulation (not shown), we show that Esg and

Scrt are functionally related with N in the control of inner cell fate decisions in






sensory organ cells. Furthermore, our data indicate that esg and scrt act on inner cell

fate determination by counteracting N activity.

esg and scrt are expressed in the neural branch of the bristle lineage.

Our analysis shows that esg and scrt control inner cell fate commitment. To
explore whether this control takes place in bristle precursor cells, we studied the
expression of esg and scrt during bristle development. The pattern of Esg was
analyzed using an esg protein-trap fly line (esgri966::eGFP) and specific
immunostaining. The esg protein-trap line revealed that Esg was absent in pl cells
and started to be expressed in pllb cells but not in their sibling, plla cells.
Henceforth, Escargot was detected in all plIb descendents: the glial, pIlIb and sheath
cells as well as in the neurone (Figure 2A). In vivo recordings revealed that GFP
fluorescence started to be detected late in pllb cells, approximately half an hour
prior to pllb division (Movie 1). After division, the fluorescence segregated
uniformly between the glial and plllb cells. Similar observations were obtained
during the division of plllb where the resulting neurone and sheath cells were
labelled with the same intensity. The expression pattern of Esg revealed by specific
polyclonal antibodies was similar to that observed with the protein-trap line: a
nuclear-located signal was clearly observed in pllb cells and in their descendants
(Figure S2).

The expression pattern of scrt was similar to that of esg as observed by the
enhancer trap reporter line (scrt*3?): the $-Gal reporter was expressed in pllb cells
and in their descendents, with particularly high levels in neurones (Figure 2B).
Furthermore, the low proportion of pllb staining for -Gal suggests that, as for esg,
the onset of the Scrt expression occurred late in these cells.

Altogether, our results shown that, in the bristle lineage, Esg and Scrt are
specifically co-expressed in late pllb cells and in all their descendent cells (Figure
2C). This specific expression in inner cells is compatible with the posibility that esg

and scrt could control neural precursor cell fate in this lineage.

esg and scrt are necessary and sufficient for pllb cell fate acquisition.
To analyse whether Esg and Scrt can control neural precursor cell fate, we
monitored precursor cell identity following esg and scrt downregulation. Identities

of pllb and plla cells were assessed by the expression of Tramtrack, a non-neuronal






fate determinant that is expressed specifically in plla cells (Audibert et al., 2005). In
non-clonal hypomorph scrtioll/iol6 tissue at 19h APF, sensory clusters were
composed of a pair of secondary precursor cells, the anterior-located pllb and the
posterior-located Ttk-positive plla cells (Figure 3A, A', arrowheads). In contrast, at
similar development time, sensory organs inside esg null clones induced in the
heteroallelic scrtio11/jo16 background were composed of two cells, both of them Ttk-
positive (Figure 3A, A', asterisks. 14 out of 84 sensory organs analyzed).

In a converse set of experiments, we analysed secondary precursor cell
identity after overexpression of esg. Identity of pllb was monitored by pros
expression. esg was overexpressed using a neuralized>Gal4 promoter that expresses
GAL4 in all cells of the mechanosensory organs. As shown in Figure 3C, in control
sensory organs at the two-cell stage, only the anterior pllb cell expressed pros just
prior their cell division as revealed by the cortical-location of pros (see also (Gho et
al., 1999)). After overexpression of esg, we observed two-cell sensory organs where
both cells expressed cortical-located pros (Figure 3D). These observations show that
the presumptive posterior plla cell has acquired a pllb cell identity after
overexpression of esg.

These results show that Esg and Scrt are necessary and sufficient for the
maintenance of the pllb cell fate. As such, downregulation of esg and scrt leads to a
cell transformation where the anterior precursor cell, pllb, acquires a Ttk-positive
plla cell fate. This cell transformation then leads to sensory organs composed

exclusively of outer cells, with double-shaft external structures (Figure 3B).

The expression of esg and scrt is related to the acquisition of the plIb fate.

We next studied the expression of Esg and Scrt in conditions where the
plla/pllb decision is affected. First, we studied a situation where the pl generates
two plIb cells after down-regulation of N. To this end, we used the thermosensitive
allele N&-1 maintained at restrictive temperature. In control two-cell stage sensory
organs, only the anterior cell pllb expressed esg ou scrt (Figures S3A, S3D). In
contrast, in N-hypomorphic conditions, where both cells acquired a pllb indentity,
both precursor cells were positive for Esg or Scrt (Figures S3A" and S3D'). Next, we
analyzed the expression of Esg and Scrt in sensory organs where no pllb cells were
produced by overexpressing the active form of the N-receptor (Nintra), Under these

conditions, neither Esg nor Scrt were expressed (Figures S3B-B' and S3E-E"). Finally,






we analyzed the expression of Esg or Scrt in cell-cycle arrested pl cells, which leads
to their transformation into pllb (Fichelson and Gho, 2004). Under these conditions,
Esg and Scrt were detected in pl cells, which was never observed in the control
situation (Figures S3C-C' and S3F-F").

Taken together, our data show that (i) esg and scrt are necessary and sufficient
to maintain pllb cell fate; (ii) they genetically interact with N on the control of
secondary precursor fate decisions and (iii) the acquisition of a pllb fate is
correlated with the expression of esg and scrt. As such, these results show that the

acquisition of the plIb fate, a Nof cell fate, requires esg or scrt functions.

Escargot, but not Scratch, controls axon guidance

Since esg and scrt are expressed in all pllb descendent cells, we wondered
whether they could also control their differentiation. We focused our attention on
axonal projections in esg null neurones using a clonal strategy that allows us to use
the axonal projections of sensory organs outside the clones as internal controls. In
normal conditions, neurones from the sensory organs located at each side of the
midline harbour axonal projections that follow a medio-lateral direction. These
projections were disoriented in sensory organs inside esg null clones, and in some
cases, we observed axon crossing the midline (arrow in Figure 4A). We also notice
that, at a given developmental time, esg null neurones have a thinner and shorter
axon than wild-type neurones. In control organs at 26h APF, no significant
differences in axon length were observed between projections from ipsi- and
contra-lateral neurones (Figure 4B, n=20, Mann & Whitney test). In contrast, at a
similar developmental time, a significant reduction of about 25% in axon length was
observed in mutant neurones inside esg null clones, when compared with their
contralateral sibling control neurones (Figure 4B, n=18, Mann & Whitney test).
Axons crossing the midline were never observed in pupae from the strong
heteroallelic combination strain, scrti©l! /scrti°1¢ (not shown).

We were interested to know whether axon projection impairments observed
in esg mutant pupae can be also observed during the period of embryogenesis. To
this end, we studied axonal projections in the peripheral nervous system of esg
mutant embryos using 22C10 immunoreactivity. The overall morphology of
embryos was indistinguishable from that of wild-type in 95% of esg@°? null

homozygous embryos. However, in 15% of these embryos, we observed that






intersegmental nerves have aberrant projections with axons crossing to the adjacent
segment (arrows in Figure S4). As before, no impairment in axon patterning was
observed in scrt null embryos (not shown)

Taken together, these results indicate that axon patterning was impaired in esg
mutant neurones during embryogenesis and metamorphosis, the two periods of
neurogenesis in the lifecycle of Drosophila. In addition, Scrt was ineffective in
controlling axon guidance. As such, although both esg and scrt redundantly control
fate determination of neural precursor cells, only esg is involved in one aspect of

neuronal differentiation, namely axon patterning.

Esg affects axonal projection cell-autonomously.

We cannot rule out that undetectable levels of expression of these genes are
present in neighbouring epithelial cells. As such, the effect on axonal projections
observed in esg clones could be due to a failure in axon differentiation per se, in
external clues coming from the epithelium or both. To explore these possibilities, we
downregulated esg specifically in sensory cells, but not in surrounded epithelial
cells, by overexpressing RNAi constructions using cell-specific GAL4 drivers.

Using the neur>GAL4 driver, RNAi mediated downregulation of esg, but not
scrt, induced similar effect on axon misrouting to those observed in esg null clones
(Figure 4C, D, arrows). To quantify this phenotype, we counted the number of
thoraxes with axonal projections crossing the midline. When esg was knocked-
down, a significant number of nota presented axon that crossed the midline when
compared with control nota (Figure 4E. 26%, p<0.01, n=19). Interestingly, similar
impairments of axonal projections were also observed when the construction was
driven by an ELAV promoter that is expressed in late postmitotic neurones only
(Figure 4F, 39 % of nota, p<0.05, n=33). Furthermore, we did not observe significant
modifications in the axon patterning after scrt RNAi knockdown when driven by
neur or ELAV promoters (Figure 4E and not shown. 1 out of 22 and 6 out of 22
respectively). Finally, no significant modification in axonal projection impairment
was observed when both esg and scrt were knocked-down compared to the single
esg knockdown, using the neur (35%, n=23) or ELAV drivers (33%, n=24) (Figure
4E, F).

These results show that specific down-regulation of esg in neurones is

sufficient to induce modifications in axonal patterning. These data indicate that the






effect of esg on axonal patterning is cell autonomous. In addition, since axonal
defects observed when esg was downregulated in all sensory cells were similar to
those observed after esg downregulation specifically in neurones, we conclude that
early expression of esg in bristle precursor cells is not required to control axon

patterning.

Esg affects temporal expression of Pros and ELAV.

We then asked whether the cell-autonomous effect on axon projections
observed after esg downregulation could be due to a delay in neural formation or to
an alteration in the acquisition of the neuronal identity. To test these two
possibilities, we analysed the timing of cell divisions as well as the expression of
neural specific markers in esg mutant bristle lineages.

The rhythm of cell division was followed in vivo in sensory organs located
within esg null clones. We observed that neither the pattern nor the timing of cell
divisions was affected in esg null sensory organs when compared to sibling sensory
organs located outside the clone (Movie 2).

The acquisition of neuronal identity was monitored using the expression of
Pros and ELAV, in the two plllb descendents, the neurone and the sheath cell.
Previous studies have shown that Pros is asymmetrically segregated and inherited
by the future neurone during the plllb division (at about 21h APF at 25°C, (Gho et
al,, 1999)). Pros then gradually vanishes from the neurone and appears in the sheath
cell, where its expression subsequently culminates. In parallel with this switch in the
expression of Pros, ELAV is initially detected at low levels in the cytoplasm of both
cells and becomes highly expressed in the nucleus of the neurone. Using clonal
analysis at 26h APF, we observed strong ELAV and Pros expression respectively in
the neurone and the sheath cells of esg null sensory organs similar to the situation in
control specimens (Figure 5 A, B). However, this expression was not well resolved in
mutant organs at earlier developmental time points. Indeed, at 24h APF, while a
strong expression of ELAV and Pros was already observed in control neurones and
sheath cells respectively, sensory organs inside esg null clones still presented low
levels of ELAV and Pros, comparable to those observed at 21h APF in control

conditions (Figure 5 C and D, asterisks).






Our results indicate that the effects on axon projections observed in esg null
conditions are associated with a delay both in the switch of Pros expression, from

neurone to sheath, and in the progressive accumulation of ELAV in neurones.

Axon misrouting induced after esg downregulation involves deregulation of elav
and pros expression.

We next tested whether the action of esg on axon patterning results from an
effect on the expression of elav and pros. To assess the potential involvement of
ELAV, we studied neuronal differentiation in elav null clones. Sensory organs inside
elav null clones presented the normal set of terminal cells and pros expression was
not affected (Figure S5A). Importantly, axon patterning was normal in elav null
neurones (Figure S5B). Interestingly, while RNAi-mediated esg downregulation in
neurones induced axon misrouting in 39% of the nota analysed, this value was
significantly reduced to 12% (n=22, p<0.02) when elav was concomitantly
overexpressed (Figure 4F). This phenotypic suppression was not due to a dilution of
GAL4 associated with the increase in the number of UAS sequences since no
suppression was observed when other UAS constructions, such as UAS-
CD8mCherry, were used concomitantly with esg RNAi knockdown (Figure 4F).
These data strongly indicate that impairments in axon patterning induced after esg
downregulation rely on deregulation rather than complete silencing of elav
expression.

In contrast to elav, axons failed to develop in 40% of sensory organs inside
pros null clones (n=24, Figure 5E asterisk). Correlated with axon impairments, elav
was downregulated in these sensory organs (Figure 5F asterisk). In converse
experiments, abnormal axon projections that cross the midline were observed when
pros was ectopically expressed in neurones (Figure 5G). These data suggest that,
although transiently expressed in neurones, a deregulation of pros expression

impairs neurone differentiation and in particular axon projection development.






Discussion

Using a combination of genetic and cell biological analyses, we show that Esg
and Scrt, which belongs to the Snail gene superfamily, control inner cell fate
commitment and axonal patterning in Drosophila sensory organs. Both transcription
factors are expressed at early stages in the bristle lineage, particularly, in the
sublineage that gives rise to the inner neural cells. Our results indicate that these
factors redundantly control the pllb/plla fate decision. The data presented here
suggest that these factors interact with N and are involved in maintenance of Nog cell
fate, i.e. the pllb fate. In addition, Esg, but not Scrt, affects terminal neuronal
differentiation, including axonogenesis. Axon length and pathfinding were altered in
esg mutant conditions. Furthermore, the temporal expression of ELAV and Pros, two
factors that are expressed in early stages of neurogenesis, was delayed in sensory
organs mutant for esg. Finally, axon underdevelopment or misrouting were
observed after pros deregulation and the effects on axonogenesis after esg
downregulation were suppressed by the neurone-specific overexpression of ELAV.
Altogether, these data favour the idea that axon impairments induced after
downregulation of esg are due to a deregulation of pros and elav. Our results show
that Esg and Scrt affect neurogenesis by controlling multiples steps in the temporal

determination of neurones.

Interaction between N and Snail factors.

We show that 48% of flies harboured sensory organs composed of only outer
cells (double-shaft phenotype) when both esg and scrt were downregulated. This
phenotype was not observed in flies in which esg or scrt were downregulated
individually. Double-shaft sensory organs resulted from a cell transformation of pllb
into plla cells. Since a significant reduction in the number of adults harbouring
double shafts were observed after downregulation of esg and scrt in a N-hypomorph
context, we favour the idea that Esg and Scrt act redundantly to control pllb cell
identity by down-regulating the activity of the N-pathway. The precise molecular
mechanism involved in this control of N-activity is unknown. Since secondary
precursor cell determination is a rapid process (occurring during the first 30" after
birth, (Remaud et al., 2008)) and the onset of the esg and scrt expression occurred in

late plIb cells, we believe that esg and scrt are not involved in the determination of






the pllb identity per se, but rather, in the maintain of this cell fate. As such, we
propose that Esg and Scrt lock the pllb identity by absorbing any variation of the N-

activity in the normally N pIIb precursor cell.

Esg and Scrt are involved in neural commitment and differentiation.

To our knowledge, this is the first report showing that Esg and Scrt act
redundantly on the control of cell fate. A common action of these two distantly
related members of the Snail superfamily suggests that ancestors of Snail factors
were already involved in the control of precursor cell fate identity. Interestingly, esg
is expressed in several stem cell types in Drosophila, in particular in histoblasts, in
intestinal stem cells and in male germ stem cells (Fuse et al.,, 1994; Micchelli and
Perrimon, 2006; Streit et al., 2002). Several studies performed in these cell types
have however shown that the lack of esg does not affect stem cell fate (Hayashi,
1996). It will be interesting to know whether scrt is expressed in these stem cells
and plays a same redundant role similar to the one described here in neural
progenitor cells. Since members of the Snail and Scrt family are also expressed in
neural progenitors in vertebrates (Itoh et al., 2013; Vieceli et al., 2013; Zander et al,,
2014), our results are likely to be of general relevance and may help understand the
mechanisms underlying vertebrate nerogenesis.

In agreement with previous studies highlighting the involvement of members
of the Snail superfamily in neurogenesis (Ashraf et al., 1999; Ashraf and Ip, 2001; Cai
et al,, 2001; Hartl et al., 2011; Roark et al., 1995; Yang et al., 2010), we show here
that axonal projections were impaired in the peripheral nervous system of esg
mutant embryos as well as adult sensory organs. Our data indicate that esg acts cell
autonomously on neuronal differentiation, an action that is independent of the
function of esg on precursor cell identity. As such, Snail-related factors are
regulators of neuronal differentiation, acting cell-autonomously in different
neuronal types and throughout development. Interestingly, Esg and its mammalian
orthologue Slug both trigger the expression of neuronal markers and the adoption of
neuronal features when expressed in cultured mammalian proneural cells (Yang et
al., 2010). These observations highlight the strong conservation of Snail-related
factors and the similarities in neuronal differentiation mechanisms between insects

and mammals.






Esg regulates expression of genes involved in terminal differentiation of
neurones.

Current evidence indicates that Snail factors act on multiples effectors and
their action depend on the cellular context (Ashraf et al., 1999; Ashraf and Ip, 2001;
Cai et al, 2001; Yang et al, 2010). For instance, in sensory organs located on
antenna and macxillary palps, esg is downstream of pros in the cascade leading to the
CO; sensitive neuronal differentiation (Hartl et al, 2011). In contrast, in
mechanosensory organs, we observed that esg is upstream of pros since, in esg null
clones, the expression of pros was impaired. This suggests that Snail-related factors
are linked to neuronal cell determinants by reciprocal relationships and, these inter-
relations are biased one way or another BY the cellular context.

ELAV and Pros are considered as key factors involved in neural differentiation
(Colonques et al.,, 2011; Koushika et al., 2000; Manning and Doe, 1999). ELAV, which
encodes an RNA-binding protein involved in RNA alternative splicing (Koushika et
al., 1996), is specifically expressed in all post-mitotic neurones from the earliest
stages of their differentiation. ELAV is involved in the transition between stem to
progenitor cells, and it is also required for proper neuronal differentiation and for
synaptic plasticity (Hilgers et al., 2012; Simionato et al., 2007). Seminal experiments
have shown that Pros is involved in neurite outgrowth (Manning and Doe, 1999;
Vaessin et al., 1991). Interestingly, it has been reported that pros is transiently
expressed in the nucleus of many types of neuroblasts (Doe et al., 1991; Kauffmann
et al., 1996; Vaessin et al.,, 1991). This transient expression of pros seems to be
essential either for the entry into a quiescent state or to ensure a precise timing for
neuronal differentiation (Colonques et al.,, 2011). In bristle sensory organs, pros is
also transiently expressed in neurones. In esg mutants, we observed a deregulation
of the expression of pros and elav associated with the presence of impaired axonal
projections. In addition, gain- and loss-of-functions of pros induced impairments in
axonal projections. In contrast, although the esg phenotype of axon misrouting was
suppressed following elav overexpresion, we failed to observe axon patterning
defects in elav null clones. We therefore favour the idea that deregulation of pros
expression is a key step in the mechanism linking the lack of esg to axonal

patterning deffects.






Esg and Scrt are involved in cell fate decisions reminiscent of classical cell
differentiation

Esg and Scrt are expressed in pllb cells and their descendents. Early in the
bristle lineage, Esg and Scrt act redundantly to maintain secondary precursor cell
identities while Esg, but not Scrt, is involved in late neuronal differentiation in the
bristle lineage. Interestingly, esg and scrt were expressed following a normal timing
in cell cycle-arrested pl cells (Fig. 2C). This shows that the expression of esg and scrt
is not triggered by a cell cycle related mechanism. As such, it seems that the
expression of esg and scrt predates the program of cell divisions that pl cells
undergo. We speculate that early expression of these factors are related to intrinsic
capabilities of progenitor cells to differentiate ultimately into sensory cells (Galliot
and Quiquand, 2011; Pearson and Doe, 2003). We propose that ancestors of Snail
factors were involved in the adoption of neural features by primary precursor cells,
like classical cell differentiation, independently of the pattern of cell divisions that

these cells undergo.






Experimental Procedures

Fly stocks

Fly crosses, embryonic and larval development were carried out at 25°C except
where otherwise stated.

Using the GAL4/UAS expression system (Brand and Perrimon, 1993), the
following constructions were expressed: UAS-cd8::mCherry; UAS-elav (gift from
Matthias Soller); UAS-pros (gift from V. Rodrigues); UAS-histoneH2B::rfp (H2B::RFP)
(Bellaiche et al., 2001); UAS-tribbles; UAS-esg (gift from Shigeo Hayashi) UAS-scrtRNAi
(No 105201, VDRC) and UAS-esgRN4i (No 9794 and 9793, VDRC). As drivers, we used
the neuralized r72-GAL4 (neur>GAL4); the elavt>Gal4 line (a Gal4 construction driven
by elav promoter located on the third chromosome, Bloomington), pannier>Gal4 and
HS-Gal4. The protein-trap line esgP01%66::GFP (FlyTrap) and the enhancer trap
scrt>lacZ (Bloomington) were used to monitor esg and scrt expression respectively.
The w; esg@8 / TM6Tb wg-lacZ and w; scrti°ll/ TM6 lacZ lines were used to obtain
esg and scrt null mutant embryos respectively identified by the lack of $-gal staining.

Somatic clones were obtained by means of the FLP/FRT recombination system
(Xu and Rubin, 1993) using an Ubx-FLP line. The w; FRT40A esg%%8/Cy0 line was
used to generate esg null clones. The FRT82B pros!’/TM6B tb (Reddy and Rodrigues,
1999) was used to generate pros-null clones and the FRT19A elave>/FM7 was used to
generate elav-null clones. Escapers of the strong allelic combination scrti°!/scrtiol6
(gift from E. Biers) were used to analyse the scrt mutant phenotype.

To transform pl cells into pllb cells, pl was cell-cycle-arrested by down-
regulation of Cdk1, which was induced by the overexpression of Tribbles (Fichelson
and Gho, 2004). Transformation of pIlb into plla was realised by ectopic expression
of the active form of N (Ninwa) via a heat-shock promotor. White pupae were
collected, kept for 17h at 25°C and then heat-shocked for 1h at 37°C. We dissected
1h30 after heat-shock. Transformation of plla into pllb was realised by
downregulation of N using a thermosensitive allele of N (N%1). Fly crosses,
embryonic and larval development were carried out at 18°C. White males pupae
were then collected, kept for 17h at 25°C and then at 30°C for 1h before dissection.
To impair PCP pathway, females caring the null allele dsh! were crossed with
esg::GFP or scrt>LacZ males. Male white pupae were then collected and dissected at

19h APF.






Immunohistology.

Pupal nota were dissected between 17 h and 35 h APF and processed as
previously described (Gho et al., 1996). Primary antibodies were: mouse anti-Cut
(DSHB, 1:500); rat anti-ELAV (DSHB, 1:10); rat anti-Esg (gift from S. Hayashi,
1:500); mouse anti-Futsch (22C10) (DSHB, 1:100); rabbit anti-f-
Galactosidase (Cappel, 1:500); rabbit anti-GFP (Interchim, 1:1000); mouse anti-Pros
(gift from C. Doe, 1:5); rabbit anti-Ttk (gift from F. Schweisguth, 1:300); rat anti-
Su(H) (gift from F. Schweisguth 1:500); rabbit anti-Pdm1 (gift from T. Préat,
1:2000). Alexa 488- and 568-conjugated secondary anti-mouse, anti-rat, anti-rabbit,
anti-guinea pig were purchased from Molecular Probe and used at 1:1000. Cy5
conjugated antibodies anti-mouse, -rat or -rabbit were purchased from Promega and
were used at 1:2000.

To perform embryo immunostaining, flies were kept in a cage to lay during
5h40 at 25°C. Adult flies were then removed and deposited eggs were store at 18°C
for 20h40. Embryos were fixed for 5 min in heptane: formaldehyde 37% (1:1) and
devitellinised in heptane:methanol (1:1) with strong agitation and washed in
methanol. Embryos were gradually rehydrated (PBS/methanol 1:1, then PBS only)
and washed in PBS + 0,1% Triton. Immunostaining was performed as previously.

Images were obtained on an Olympus BX41 fluorescence microscope (40X or
60X immersion oil objective) equipped with a CoolSnapHQ2 camera driven by
Metaview software (Universal Imaging). Images were processes with NIH. When
required, images were reconstituted using the Mosaic] Image] plugin. Axon length

was measured using Neuron] Image] plugin.
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Figure Legends

Figure 1. Esg and Scrt redundantlycontrol inner cell fates commitment.

(A-D) Esg and/or Scrt were depleted in the medio-dorsal thorax by expressing
RNAIi constructs using a pannier>Gal4 driver at 25°C. Details of an adult thorax from
control (A), esg RNAi (B), scrt RNAi (C) and double esg/scrt RNAi (D) flies. White
arrows show double-shaft sensory organs. Control sensory organs (E) and after
downregulation of both esg and scrt by RNAi (F-F"). Outer cells were identified by
Pdm1-, sheath cell by Pros- and neurones by ELAV-immunoreactivity respectively.
Asterisks in F-F" sensory organs composed by outer cells only. (G-H") Sensory
organs in esg mutant clones induced in a scrt heteroallelic background. (G) Details of
an adult thorax showing sensory organs with a double-shaft (arrows and inset). (H-
H") esg clone were detected by the absence of GFP (blue, blue line shows clonal
border). Sensory cells were identified by Cut-, socket cells by Su(H)-
immunoreactivity respectively. Asterisks show sensory organs harbouring double
socket cells. (I) Detail of a thorax after ectopic expression of Scrt (HS>scrt pupae,
heat-shocked 37°C for 60 min at 16h30 APF). (J-]") Sensory organ cells after
overexpression of scrt. Sensory organ cells were identified by Cut-; neurones by
Elav- and outer cells by Pdml-immunoreactivity respectively. Asterisks show
sensory organs devoid of Pdm-1 positive outer cells. Pupae in E, F, H and ] at 30h
APF. (K) Genetic interaction between esg, scrt and N. Box-plot of number of
duplicated external cells per notum in females. Esg and Scratch were depleted in the
dorsal thorax by expressing RNAi constructs using the pannier>Gal4 driver at 30°C
alone (middle blot), in a N loss-of-function background (N&!/+, left blot) and in a N
gain-of-function background (HS>Nintra, right blot). p-values of Student test (***
p<0.001).

Figure 2. esg and scrt are expressed in the neural sublineage of the
bristle cells.

Expression pattern of Esg (A, protein-trap esg::GFP line) and Scrt (B, enhancer
trap scrt>lacZ) at consecutive stages of development. Sensory cells were identified
by the expression of Cut-immunoreactivity. so, socket cell; sf, shaft cell; n, neurone;

sh, sheath cell; g, glial cell. (C) Schematic tree of the bristle lineage indicating the






period where pictures in A and B were taken (dashed lines). In green, expression of

esg or scrt. APF, after pupal formation.

Figure 3. esg and scrt are necessary and sufficient tfor plIIb cell fate.

(A-B) esg and scrt downregulation induce a plIb to plla cell transformation. (A)
esg clone (detected by the absence of GFP in blue, white line shows clonal border) in
scrt heteroallelic background at 18h APF. Sensory cells were identified by Cut-
immunoreactivity (red), Ttk inmunoreactivity in green and in inverse fluorescence
(A"). Arrows show control two-stage sensory organs with only one ttk-positive cell.
Asterisks show two-cell stage sensory organs where both cells were ttk-positive. (B)
Schematic tree of the bristle lineage following esg and scrt downregulation. (C-D)
Overexpression of esg is sufficient to induce a pllb to-plla cell transformation. Pros-
expression in sensory organs at the two-cell stage in control (C) and following

overexpression of esg (D, neur>esg).

Figure 4. Esg controls axon patterning cell-autonomously.

(A) Axonal projections (22C10 staining, green) at 28h APF in an esg null clone
(detected by the absence of GFP in blue and delimited by a white line). The right
border of the clone delimits the midline (red vertical bar). Note that axons are
shorter and thinner compared to control. The large red arrow shows a mutant axon
crossing the midline. (B) Box-plot on the left depicts the ratio between axon length
of neurones in sensory organs located in one side of the midline compared to their
counterpart on the other side. Box-plot on the right shows the ratio between the
axon length of neurones inside esg null clones versus that of the contra-lateral
control counterpart. p-values of two-tailed Mann-Whitney test (** p<0,01). (C-D)
Neurones immunostained with 22C10 antibodies (black) in control (C) and esg
knockdown (D) nota. Esg was depleted in sensory organ cells after specific
expression of RNAI constructions using the neur>Gal4 driver. Arrow shows an axon
crossing the midline. (E, F) Quantification of axonal patterning defects following
RNAi-mediated downregulation of esg and/or scrt in all cells of the lineage
(neur>Gal4, in E) or specifically in neurones (elav>Gal4, in F). Axons crossing the
midline were used as a hallmark for axon misrouting defects. Note in (F) that

neuronal-specific overexpression of Elav suppressed the axonal misrouting






phenotype induced by esg downregulation. p-values of Chi? test are indicated as

follows: NS p>0.05, * p<0.05, ** p<0,01).

Figure 5: Esg-dependent deregulation of Pros and ELAV expression are
associated with axon patterning defects.

Expression of (A, C) Pros (green) and (B, D) ELAV (green) in pupae at 26h APF
(A, B) and 24h APF (C,D). In (A-D), the esg null clones (detected by the absence of
GFP in blue) is delimited by a white line. Midline denoted by a red horizontal line. (E,
E") pros’ null clone detected by the lack of GFP staining (blue, delimited by a white
line). Neurones (red) and axones (green) were detected by elav and 22C10
immunostaining respectively. The red arrow shows a pros-null neurone that has an
underdeveloped axon projection associated with a low level of ELAV expression. (H)
Overexpression of pros in neurones, using an elav promoter. Arrows show an axon
crossing the midline (indicated by a red vertical line). Pupae at 28h APF. Axones

were reveled by 22C10-immunoreactivity.






Supplemental Information

Figure S1. Overexpression of esg induced outer to inner cell
transformation.

(A). Details of a thorax after ectopic expression of esg (HS>esg pupae, heat-
shocked 37°C for 60 min at 16h30 APF) Note the absence of bristles at the external
level. (B-B") Sensory organ cells after overexpression of esg at 28h APF. Outer cells
were identified by Pdm1-, inner cells were identified by ELAV- and Pros-
immunoreactivity. Asterisks show sensory organs devoid of Pdm-1 positive outer

cells.

Figure S2. Expression pattern of esg in the bristle cell lineage.

Expression pattern of esg at successive stages of development revealed by
specific antibodies (green and black in top and bottom panels respectively). Cells
from the bristle lineage were identified by p-Gal- immunoreactivity (in red) in
neuralizedA191>]acZ pupae. so, socket cells; sf, shaft cells; n, neurones; sh, sheath

cells; g, glial cell.

Figure S3. Esg and Scrt expression is associated with plIb cell identity.

(A-C") Esg-expression in sensory clusters in control specimens (A, B, C), in a N-
hypomorph mutant (A, N* pupae maintained at 30°C from 17h APF), in a N-
overexpressing specimen (B', HS-Nint@ pupae, heat shocked 37°C for 60 min at
17h30 APF and dissected 24h APF) and in a cell-cycle-arrested pl cell that acquired
a pllb identity (C'). Cells from sensory organs were identified by Cut-
immunoreactivity or YFP expression (in neur>HZB::YFP pupae). Outer cells were
identified by Pdm1-immunoreactivity. Esg was monitored using the protein-trap
line esg::GFP (A-B') and immunoreactivity (C,C') (D-F') Scrt-expression was
monitored using the enhancer-trap line scrt>lacZ. $-Gal staining of scrt>lacZ pupae
(green) in sensory clusters in control specimens (D, E, F), in a N-hypomorph mutant
(D', N5 pupae maintained at 30°C from 17h APF), in a N-overexpressing specimen
(E"), HS-Nintra pupae, heat shocked 37°C for 60 min at 17h30 APF and dissected 24h
APF) and in a cell-cycle-arrested pl cell that acquired a pllb identity (F'). Cells from
sensory organs were identified by Cut-immunoreactivity or YFP expression (in

neur>HZB::YFP pupae). Outer cells were identified by Pdm1-immunoreactivity.






Figure S4. Esg controls axon patterning in embryos.

(A-D) Whole embryo (left) and a close-up view (right) of control (A, B) and esg
null mutant (C, D) from stage 16. In 15% of mutant embryos, axons (green) were
misrouted and crossed from one segment to the adjacent one (white arrow).
Neuronal marker ELAV in red. esg heterozygous control embryos were identified by

the expression of $-Gal in blue.

Figure S5. Axon patterning was not affected in elaves null clones.

elave® null clone detected by the lack of GFP staining (blue), limits are shown
by a white (overlay image) and black (negative fluorescent) line. Axons are revealed
by 22C10 immunostaining (alone and green in the overlay panel) (A). The red arrow
indicates sensory organs mutant for elav. Note that axonal projections are not

affected in this context.
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Embryon esg.:GFP stade 14-16
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Figure 33 : Esg et Scrt ne participe pas de maniére redondante a la formation du
systéme nerveux périphérique de I’'embryon

(A) Expression d’esg (vert, identifié grace a la protéine de fusion Esg::GFP) dans un
embryon de stade 14-16. Noter que ce gene est exprimé dans de nombreux organes.
Dans le systeme nerveux périphérique, identifié grace aux axones (rouge), Esg est
présent dans de nombreux organes sensoriels notamment les organes chordotonaux
(agrandissement). (B) Embryon double mutant esg et scrt de stade 14-16. La trajectoire
des axones (vert) est altérée (fleche). Les neurones des organes chordotonaux (identifiés
par Elav et leur position) ne sont pas affectés dans ces conditions (agrandissement).
CHO, organes chordotonaux.



2. Escargot et Scratch lors de la formation des organes sensoriels de
I’embryon de drosophile

Comme nous venons de le voir, dans les organes sensoriels du systeme nerveux
périphérique de I'embryon, Esg est impliqué dans le contréle de I'arborisation axonale.
Mais quel est le profil d’expression d’esg dans les organes sensoriels de 'embryon ? En
utilisant la lignée protein-trap esg::GFP, j’ai déterminé le profil d’expression d’esg dans
des embryons de stade 14 a 16. Cette analyse montre que dans I'embryon esg est
exprimé dans de nombreux tissus : cerveau, tube digestif, cellules épithéliales et systeme
nerveux central. De manieére intéressante, grace a un marquage des axones, j'ai
également pu déterminer qu’'Esg est exprimé dans tous les neurones du systeme
nerveux périphérique (Fig.33A) et plus particulierement dans les organes chordotonaux
(Fig.33A, grossissement). Or Scrt est exprimé dans les organes chordotonaux de
I’embryon ou il intervient dans la détermination neuronale (Roark et al., 1995). Ainsi les
profils d’expression d’esg et scrt coincident dans ces organes. Est-il possible que, comme
cela a été observé dans les organes mécanosensoriels, Esg et Scrt régulent de maniére
redondant 'acquisition de I'identité neurale dans les organes chordotonaux ?

Pour répondre a cette question, jai analysé si la formation des organes
chordotonaux est perturbée dans les embryons mutants scrt et esg. Dans ce contexte, les
embryons présentent les mémes défauts d’arborisation axonale que ceux observés dans
les embryons mutants esg, notamment des projections anormales traversant d’un
segment a l'autre (Fig.33B, fleche). Cependant la fréquence d’observation de ces axones
mal orientés est comparable a celle obtenue avec des embryons mutants esg (10% pour
le double mutant esg/scrt (n=30) versus 14% pour le mutant esg (n=83)). De méme je
n’ai pas détecté de modifications majeures dans le nombre et la position des neurones
(révélés par le marquage Elav) des organes chordotonaux double mutants (Fig.33B,
grossissement). Ceci suggere que, bien qu’esg et scrt soient tout deux exprimés dans les
organes chordotonaux de I'’embryon, la double perte de fonction esg et scrt n’affecte pas
la formation de ces organes. De plus, dans ce contexte il n'y a pas d’aggravation des
défauts d’arborisation axonales par rapport aux embryons mutants esg.

En conclusion, ces observations suggerent qu’Esg et Scrt n’agissent pas de maniére

redondante lors de la formation des organes chordotonaux de 'embryon.
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Figure 34 : Expression de nerfin-1 dans le lignage des soies

Expression de nerfin-1, identifiée par un marquage avec un anticorps spécifique, dans le
lignage des organes mécanosensoriels. Noter que Nerfin-1 (vert et panel du milieu dans
les niveaux de gris) est un marqueur neuronal plus précoce que Elav (rouge et panel de
gauche dans les niveaux de gris), la balance d’expression de ce dernier entre le neurone
et la gaine n’étant pas encore résolue au début de la détection de Nerfin-1. Les cellules
du lignage sont identifiées par Cut (bleu et panel de droite dans les niveaux de gris). glie,
cellule gliale ; n, neurone ; g, cellule gaine ; plllb, précurseur tertiaire pllib.



3. Analyse du réseau impliqué dans la détermination neuronale

Comme décrit précédemment, la perte de fonction esg dans le notum provoque des
défauts d’arborisation axonale, associé avec un retard dans 1'établissement de
I'expression d’Elav et Pros dans le neurone et la gaine.

L’'implication d’Esg dans la détermination neuronale a été observé dans de
nombreux modeéles, notamment lors de la formation des neurones sensibles au CO;
(Hartl et al., 2011, voir introduction chapitre 1V.2.3.c). Les organes chemosensoriels
sensibles au CO2 sont composés de quatre neurones, une cellule gaine et quatre cellules
externes. Comme pour les organes mécanosensoriels, ces 9 cellules sont toutes formées
a partir d'un précurseur unique pl. Dans cette étude, les auteurs ont centré leur analyse
sur les cellules formées a partir du précurseur pNa, autrement dit deux neurones et la
cellule gaine. Dans le sous-lignage pNa, la cellule gaine exprime Prospero alors que les
deux neurones expriment Elav, Esg et Nerfin-1. Dans ces organes, la perte de fonction
pros ou miR-279 provoque la formation de neurones ectopiques exprimant Esg et
Nerfin-1. De méme la surexpression simultanée d’Esg et de Nerfin-1 induit la formation
de neurones ectopiques. Les auteurs proposent qu’en contexte de perte de fonction pros
ou miR-279 ou lors de la surexpression d’Esg et Nerfin-1, la cellule gaine est transformée
en neurone. Ainsi Esg et Nerfin-1 collaboreraient pour promouvoir I'acquisition de
I'identité neuronale. A l'inverse, Pros et miR-279 serviraient a la répression de
I'expression d’esg et de nerfin-1 et par conséquent a I'inhibition de I'identité neuronale
dans la cellule gaine. En accord avec ce modele, la diminution de dose d’esg ou de nerfin-
1 dans des organes mutants pros ou miR-279 diminue significativement le nombre de
neurones ectopiques.

Le réseau de génes controlant la détermination du neurone et de la gaine dans les
organes mécanosensoriels est-il similaire a celui observé dans les organes sensibles au

COz?
(1) Etude de Nerfin-1 dans les organes mécanosensoriels

Nerfin-1 est un facteur de transcription activant I'expression de génes impliqués
dans la différenciation neuronale tels que Robo et Futsch (22C10). Sa perte de fonction
provoque une altération de I'arborisation axonale dans le systéme nerveux central de
I’embryon de drosophile (Kuzin et al., 2005).

Dans le lignage des soies mécanosensorielles, j’ai analysé I'expression de nerfin-1,

par marquage avec un anticorps spécifique (Fig.34). Deés la cellule plllb, une faible
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Figure 35 : La perte de fonction d’esg retarde la dynamique d’expression de
nerfin-1 dans le neurone

Expression de nerfin-1 dans des clones mutants esg. (A) Notum entier montrant Nerfin-1
(vert et en niveaux de gris a droite) et Elav (bleu et en niveaux de gris a gauche). Noter
que, de maniere générale, dans les organes mutants esg (marqués par I'absence de GFP
en bleu) I'expression de nerfin-1 est similaire a celle des organes contrOles. (B)
Agrandissement de la région dorso-centrale. Nerfin-1 (vert et en niveaux de gris a droite)
et Elav (bleu et en niveaux de gris a gauche). Noter que dans I'organe mutant ou la
balance d’expression d’Elav n’est pas résolue (astérisque), I'expression de nerfin-1 est
plus faible comparée a celle de l'organe contrdle controlatéral (téte de fléche). Les
cellules du lignage sont identifiées par Cut (rouge). La ligne médiale séparant les organes
ipsi- et contro-latéraux est représentée par un trait orange.



expression de Nerfin-1 est détectée. Peu apres la division de plllb, Nerfin-1 commence a
s’accumuler dans le neurone alors qu’Elav est toujours présent dans la cellule gaine. Le
niveau d’expression de Nerfin-1 augmente jusqu'a ce qu’Elav soit exclusivement
neuronal (soit 24h APF). L’expression de Nerfin-1 diminue ensuite peu a peu jusqu’a
disparaitre apres 28hAPF.

La détermination neuronale, révélée par la dynamique d’expression d’elav et pros,
est retardée en contexte mutant esg. Nerfin-1 étant également présent dans cette cellule,
jai analysé si son expression est modifiée dans ce contexte. De maniéere générale, la
perte de fonction esg ne modifie pas drastiquement I'expression de nerfin-1 (Fig.35A). Je
n’ai pas observé une diminution ou une augmentation du niveau général de Nerfin-1
dans le neurone ni une expression ectopique dans la cellule gaine. Mais en portant plus
attention au profil d’accumulation de Nerfin-1 dans les organes présentant un retard de
détermination neuronale (révélé par un délai de l'’expression neuronale d’Elav),
I'accumulation de Nerfin-1 est plus faible (Fig.35B, astérisque) comparée a celle
observée dans le neurone contréle contro-latéral indiqué par une fleche (Fig.35B). Ces
données montrent que la dynamique d’expression de nerfin-1, tout comme celle de pros
et elav, est contrdlée par Esg. De plus, cette observation confirme qu’Esg régule la
progression de la détermination neuronale en influencant I'expression de différents
facteurs.

J'ai ensuite analysé si comme dans les neurones sensibles au COz Nerfin-1 agit en
synergie avec Esg pour controler la détermination et la différenciation neuronale. Pour
ce faire j'ai réalisée une perte de fonction esg en contexte de diminution de dose de
nerfin-1. Dans ce contexte, il n’y a pas d’aggravation significative de la diminution de la
longueur des axones comparée a celle observée lors de la perte de fonction esg seul. Ceci
suggere qu’'Esg et Nerfin-1 ne collaborent pas pour la mise en place de la croissance

axonale.

Pour résumer, dans les organes mécanosensoriels Nerfin-1 est présent au début de
la vie du neurone. Comme elav et pros, sa dynamique d’expression est altérée en
contexte de perte de fonction esg. Toutefois, contrairement au lignage des organes
sensibles au CO2, mes données suggerent que ce facteur n’agirait pas en synergie avec
Esg pour promouvoir la détermination et la différenciation neuronale. Cependant je ne

peux pas exclure que Nerfin-1 soit impliqué dans la détermination et la différenciation
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Figure 36 : La perte de fonction miR-279 induit la production de neurones
ectopiques

(A-C’) Analyse clonale de la perte de fonction miR-279 montrant la composition des
organes (A), la composition du sous-lignage interne (B-B’) et la différenciation neuronale
(C-C”). Les organes mutants miR-279 sont identifiés par 'absence de GFP (bleu en A-B’
et rouge en C-C”), les cellules du lignage par la présence de Cut (rouge en A), les
neurones par Elav (vert en A-B’) et les cellules gaines par Pros (rouge en B-B’) La
différenciation neuronale est examinée en analysant la croissance des axones, marquées
par 22C10 (vert en C-C”). Noter que les organes mutants présentent une augmentation
du nombre de cellule Elav positives. Ces neurones ectopiques développent des axones
(C) qui fusionnent au niveau du soma (C’-C”, fléche).



neuronale. Une analyse de I'expression de marqueurs neuronaux et de la croissance
axonale en contexte mutant nerfin-1 (par clone mitotique ou RNAIi) serait nécessaire

pour tester cette possibilité.
(2) Etude de miR-279 dans le lignage des soies mécanosensorielles

Les miRNA sont des petits ARN endogénes avec une structure secondaire en tige-
boucle. Ils sont impliqués dans la répression post-transcriptionnelle de I’expression de
genes cibles par dégradation de leurs ARNm. Dans le lignage des organes sensibles au
CO2, miR-279 réprime l'expression d’esg et nerfin-1 dans la cellule gaine, empéchant
ainsi sa transformation en neurone (Hartl et al,, 2011). Bien que dans le lignage des
soies mécanosensorielles Esg soit présent dans la gaine, j'ai voulu déterminer si miR-
279 pouvait étre impliqué lors de la formation du sous-lignage neural.

L’analyse clonale de la perte de fonction miR-279 montre un biais vers l'identité

neuronale des cellules du sous-lignage pllb (36% (n=120) des organes mutants). Les
cellules générées par plla ne semblent pas étre affectée par cette perte de fonction
(Fig.36A, astérisques). Par ailleurs, dans le sous-lignage pllb des organes mutants miR-
279, le nombre de neurones et de cellules gaines (respectivement déterminés par Elav et
Pros a 26h APF) varie fortement: trois cellules exprimant Elav et Pros a des niveaux
similaires (4,6% des cas, Fig.36B indice 1), un neurone ectopique en plus du neurone et
la gaine (9,4%, Fig.36B indice 2), la cellule gaine présente une expression résiduelle
d’Elav (37%, Fig.36B’ indice 3) et finalement des organes avec deux neurones et pas de
cellules gaine (49%, Fig.36A astérisques et Fig.36B’ indice 4).
Il est a noter que je n'observe jamais plus d’'un neurone ectopique dans les organes
mutants, favorisant I'hypothese que cette cellule proviendrait de la transformation de la
cellule gliale en neurone plutot que d’une division ectopique. Bien que la composition du
sous-lignage interne soit variable, mes observations montrent clairement que la perte de
fonction de miR-279 introduit un biais vers l'identité neuronale. D’ailleurs, en accord
avec ces résultats, Nerfin-1 est exprimé dans 2 a 3 cellules au lieu d’'une seule (données
non montrées).

Ainsi la perte de fonction de miR-279 semble promouvoir 'acquisition de I'identité
neuronale. En analysant la différenciation de ces neurones, j’ai noté un phénomene
surprenant. Dans les organes composés de deux neurones, il semble qu’un seul axone se
développe (Fig.36C). Cependant a plus fort grossissement il apparait que les deux

neurones développent un axone mais ceux-ci fusionnent ou sont tres proches au point
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Figure 37 : La surexpression de miR-279 transforme le précurseur plllb en neurone

(A-A”) Analyse sur tissue fixé du lignage des soies en contexte de surexpression de
miR-279. La surexpression de miR-279 a été réalisée spécifiquement dans le lignage
avec neuralizedP”>>Gal4. Les cellules du lignage sont identifiée grace a UAS>His2B::YFP
(bleu), le neurone par Elav (vert et en niveaux de gris en A’) et la cellule gaine par Pros
(rouge et en niveau de gris en A’). Noter que 26h APF, les organes sont composés
uniquement de 3 cellules dont une exprime Elav et aucune exprime Pros. (B) Analyse en
temps réel du lignage des soies en contexte de surexpression de miR-279. La
surexpression de miR-279 a été réalisée spécifiguement dans le lignage avec
neuralizedP”?>Gal4. Les cellules du lignage sont identifiée grace a UAS>His2B::YFP (en
niveaux de gris). Les heures APF sont indiquées en bas de I'image. Noter que la cellule
plllb ne se divise pas méme apres 24hAPF. so, cellule socle ; sh, cellule soie ; glie, cellule
gliale.



qu’'on ne peut en discerner qu'un seul (Fig.36C’-C”, fleche). Bien que cette curiosité
souléve de nombreuses questions, notamment sur la fonctionnalité de ces neurones et
sur la division de leur cellule meére, elle montre que le changement d’identité provoqué
par la perte de fonction miR-279 produit un neurone ectopique qui se différencie.
Ensemble, ces observations indiquent que, comme dans les organes sensibles au COg,
miR-279 est impliqué dans la répression de I'identité neuronale dans le lignage des soies

mécanosensorielles.

Dans cette hypothese, la surexpression de miR-279 devrait réprimer l'identité
neuronale et conduire a une disparition du neurone par une transformation de cette
cellule en gaine. Or dans ce contexte, le sous-lignage interne n’est composé que d'une
cellule : un neurone (Fig.37A-A”). L’absence de miR-279 conduit-elle a la mort de la
cellule gaine ? Comment le neurone est-il formé ? Pour répondre a ces questions, une
analyse en temps réel a permis de suivre la formation du lignage obtenu par
surexpression de miR-279 (Fig.37B). Dans ce contexte, jusqu’a la formation du
précurseur tertiaire plllb, la cadence des divisions ainsi que les différentes identités ne
sont pas affectées. Cependant, la cellule plllb ne se divise pas. La seule cellule interne
détectée dans ce contexte étant un neurone, la cellule plllb qui ne se divise pas doit
acquérir l'identité neuronale. Ainsi la surexpression de miR-279 semble promouvoir
'acquisition de l'identité neuronale, provoquant transformation du précurseur plllb en

neurone.

En résumé, les analyses par perte et gain de fonction miR-279 donnent des
résultats contradictoires. D’'un c6té miR-279 serait un répresseur de I'identité neuronale
alors que de l'autre il promouvrait cette identité. Cependant, forcer I'’expression de miR-
279 dans toutes les cellules du lignage pourrait conduire a exprimer un mirRNA dans
une cellule ou il n’est peut-étre pas présent normalement et ainsi affecter I'expression de
nombreux génes. Notamment ces genes pourraient étre requis pour maintenir le
caractere précurseur de la cellule plllb. Cette cellule ne serait plus capable de se diviser
et I'identité neuronale serait mise en place. Ainsi sa transformation en neurone pourrait
étre due a une perte de la capacité proliférative de plllb plutot qu’a un effet direct de
miR-279 sur I'identité neuronale. Pour analyser cette hypotheése, j’ai réalisé une analyse

du profil d’expression de miR-279 dans le lignage des soies. Pour ce faire j’ai utilisé la
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Figure 38 : La lignée miR-279>Gal4 n’est pas exprimée dans le lignage des soies

Expression de miR-279>gal4 révélée grace a UAS>His2B::YFP (vert) dans le notum a
15hAPF (A), 16hAPF (B) et 24hAPF (C). Les cellules du lignage des soies sont identifiées
par Cut (rouge en A et B, bleu en C), le neurone par Elav (rouge en C). Noter que
miR-279>gal4 est exprimé dans les cellules épithéliales mais pas dans les cellules du
lignage des soies sauf quelques rares exceptions (astérisque en C).



lignée comportant la construction miR-279>Gal4, utilisée lors des expériences dans les
neurones sensibles au COz, en combinaison avec un rapporteur GFP. De maniére
surprenante, la GFP est détectée tardivement et majoritairement en motif « poivre et
sel » dans les cellules épithéliales entourant les organes sensoriels (Fig.38A-C). A part
quelques rares exceptions (Fig.38C, astérisque) qui ne sont pas corrélées avec une
identité spécifique, je n’ai pas détecté de GFP dans les cellules du lignage des soies.
Sachant que l'analyse fonctionnelle de miR-279 montre qu’il est impliqué dans la
détermination neuronale, ce profil d’expression implique que son effet soit non
autonome cellulaire, autrement dit que les cellules épithéliales autour de l'organe
participent a la détermination neuronale. Pour analyser cette hypotheése, je propose de
réaliser une perte de fonction miR-279 spécifiquement dans les cellules du lignage en
surexprimant une séquence nucléotidique permettant de titrer le miRNA (appelée
sponge). Alternativement, il est possible que le promoteur utilisé pour I'expression de
Gal4 ne récapitule pas le profil d’expression de miR-279 dans le lignage. Une hybridation
in situ en fluorescence des ARN (RNA FISH) serait nécessaire pour confirmer ou non
I'absence de miR-279 dans les cellules du lignage.

Pour conclure, mon analyse fonctionnelle de miR-279 montre des résultats
contradictoires concernant son implication lors de la détermination neuronale. Des
données supplémentaires (profil d’expression, perte de fonction spécifiquement dans le
lignage) seront nécessaires pour conclure sur ces résultats et comprendre 'implication

de miR-279 dans le sous-lignage plIb.

(3) Le pic initial de Pros est nécessaire a la détermination neuronale

dans le lignage des soies mécanosensorielles

Mes résultats montrent que le pic de Pros au début de la vie du neurone est
nécessaire pour la détermination neuronale dans les organes mécanosensoriels. En effet
sa perte de fonction conduit dans 40% des organes a un défaut de différenciation
neuronale corrélée a une absence d’accumulation d’Elav dans le neurone et a une
perdurance de son expression dans la gaine.

Peu de temps apres la formation du neurone (autrement dit a un moment ou Pros
est présent), Nerfin-1 commence a s’accumuler dans le neurone (voir Fig.34). Dans un
contexte de perte de fonction pros, 'expression de nerfin-1 est plus faible (Fig.40A-A”,
astérisques) comparée a celle dans les neurones adjacents non mutants (Fig.40A-A”,

fleches). A des stades plus tardifs, j’observe que, dans les organes mutants pros, Nerfin-1
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Figure 39: La perte de fonction de prospero provoque une altération de
I’expression de nerfin-1

Expression de nerfin-1 dans des organes mutants pros a 23h APF (A-A”) et 26h APF (B-
B’). Nerfin-1 est révélée grace a un anticorps spécifique (vert et en niveaux de gris en A
et B’). Le neurone est identifié par Elav (rouge en A et en niveaux de gris en A”) et les
cellules du lignage des soies par Cut (rouge en B). Les cellules mutantes sont marquées
par une absence de GFP (bleu). Noter que a 23h APF, I'expression de nerfin-1 est plus
faible dans les organes mutant pros (astérisques) que dans les organes contrdles (tétes
de fléeche). Par contre a 26h APF, nerfin-1 est détecté dans deux cellules de 15% organes
mutants pros (astérisque, n=15) au lieu d’'une seule dans les contréles.



est présent dans le neurone mais également de maniere ectopique dans la gaine
(Fig.40B-B’, astérisques). Ces résultats suggerent que la présence de Pros au début de la
vie du neurone permettrait I'établissement de I'’expression de Nerfin-1, Elav et
probablement d’autres facteurs requis pour la différenciation neuronale. De méme, son
expression tardive dans la gaine réprimerait Elav et Nerfin-1 pour permettre la mise en
place de 'identité gaine.

Dans les organes sensibles au CO2, Pros promeut l'identité de la cellule gaine en
réprimant 'expression d’esg. Cependant une analyse clonale de la perte de fonction pros
dans les organes mécanosensoriels montre que l'expression d’esg est similaire entre les
organes mutants et controles. Donc, contrairement aux organes sensibles au COz, Pros
promeut l'acquisition de l'identité gaine indépendamment d’'une répression de
I'expression d’esg. Le rapport d’épistasie entre Esg et Pros differe entre les deux types
d’organe sensoriel.

Pros aurait un role ambivalent: d’'une part il promeut 'identité neuronale et
I'expression de facteurs neuronaux, d’autre part il promeut I'identité gaine en réprimant
I'expression de ces mémes facteurs. Donc contrairement au lignage des neurones
sensibles au CO2, Pros est nécessaire a l'acquisition de l'identité neuronale et a la
croissance axonale dans les soies mécanosensorielles. Mais son role dans la mise en
place de l'identité gaine semble conservé entre les deux systémes méme si cela
découlerait d'un mécanisme différent, indépendant de la répression de I'expression

d’esg par Pros.

Pour conclure cette partie, mes résultats indiquent que la détermination neuronale
dans les organes mécanosensoriels repose sur la présence initiale de Pros dans le
neurone. Dans des organes mutants esg, ce pic d’expression étant diminué, la
détermination ainsi que la différenciation neuronales sont retardées. Pour la cellule
gaine, nous ne disposons pas de moyens aussi précis que la croissance axonale pour
quantifier sa différenciation. Mais il est fort probable que, tout comme le neurone, la

mise en place de I'identité gaine soit retardée dans un contexte mutant esg.

Il. Mécanisme d’interaction entre Escargot, Scratch et la voie Notch

Mes expériences indiquent qu'Esg et Scrt agissent de maniére redondante pour
maintenir I'identité plIb en empéchant I'activation ectopique de Notch dans cette cellule.
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En effet mes données montrent que la perte de fonction esg/scrt provoque une
transformation d’identité de pllb en plla. Sachant que 'acquisition de l'identité plla est
dépendante de I'activation de la voie Notch dans cette cellule, mes données supposent
que la voie Notch est ectopiquement activée dans la cellule pIlb en contexte de perte de
fonction esg/scrt. En accord avec cette idée, une diminution de la quantité du récepteur
Notch diminue la fréquence des transformations dans ce contexte. Réciproquement, une
activation de la voie par une surexpression faible de la partie intracellulaire active de
Notch (Ninra) augmente la fréquence des transformations. Ainsi Esg, Scrt et la voie Notch
interagissent. Une interaction avec la voie Notch peut survenir a différents niveaux : lors
de I'établissement du signal en régulant notamment le récepteur et les ligand ou lors de
la réponse au signal en agissant sur la formation du complexe activateur ou sur

I'expression des genes cibles.

1. Escargot et Scratch ne régulent pas I'asymétrie de la division de la

cellule pl.

Dans I'embryon de drosophile, Snail régule I'endocytose du ligand Delta dans les

cellules mésodermiques via Neuralized, permettant ainsi l'activation du signal Notch
dans cellules mésectodermiques adjacentes (Morel et al., 2003). De plus, il a également
était montré que Snail, Esg et Worniu contrélent de maniéere redondante la localisation
asymétrique de facteurs lors de la division des neuroblastes embryonnaires dans un
processus appelé télophase rescue (Ashraf et al.,, 2001 ; Cai et al., 2001).
Or dans les organes mécanosensoriels, la répartition asymétrique de facteurs tels que
Numb ou Neuralized lors de la division est essentielle a I'activation différentielle de
Notch entre les deux cellules filles (Guo & al., 1996 ; Le Borgne et Schweisguth, 2003). En
effet ces facteurs vont contrdler le trafic intracellulaire du récepteur et du ligand. Leur
répartition asymétrique assure que la voie Notch ne soit activée que dans une seule des
cellules filles aprés la division. ]J’ai donc analysé si Esg et Scrt, bien que leur expression
n‘aient pas été détectée en pl, pouvaient modifier la localisation asymétrique de
déterminants cellulaires dans cette cellule et ainsi perturber I'activation différentielle de
Notch entre ses filles.

Dans un premier temps j'ai étudié la localisation asymétrique de Partner-of-Numb
(Pon), une protéine adaptatrice qui favorise la localisation asymétrique de Numb. A
chaque division, Pon est asymétriquement localisé (Fig.40A) et il est hérité par la cellule
ou la voie Notch ne sera pas activée (pllb, plllb, la cellule soie et le neurone). Or dans un
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A Control

scrt RNAi + esg RNAI clone esg” en contexte scrt°?/jo16

Figure 40 : La présence ectopique d’Esg en pl perturbe I’asymétrie de la division

(A-B) Analyse en temps réel de la division asymétrique dans des organes
mécanosensoriels contrdles (A) ou surexprimant esg (B). La lignée transgénique
comportant neuralized”’?>gal4 est utilisé pour réaliser la surexpression d’Esg, de
His2B::RFP (rouge) et Pon::GFP (vert). Les minutes aprés le début du film sont indiquées
dans le coin supérieur gauche des images. Noter que la ségrégation de Pon::GFP au
moment de la division n’est pas asymétrique dans un contexte de surexpression d’esg.
(C-D’) Analyse de la division asymétrique en contexte de double perte de fonction esg et
scrt par RNAIi (C-C’) et par clone mitotique d’'un allele esg nul en contexte hétéroallélique
scrt (D-D’). Les cellules du lignage sont identifices par Cut (en rouge) et les clones
mutants par 'absence de GFP (bleu). Noter que la localisation de Numb (vert en C et en
niveaux de gris en C’) et de Pon (vert en D et en niveaux de gris en D’) n’est pas affectée
par le double perte de fonction esg et scrt .



contexte de surexpression d’Esg, un marquage avec un anticorps spécifique montre que
la localisation de Pon n’est pas asymétrique (donnée non montrée). Afin de confirmer
cette observation, une analyse in vivo utilisant la protéine de fusion Pon::GFP montre
que dans ce contexte sa répartition au moment de la division est égale entre les deux
cellules (Fig.40B). De plus, Pon::GFP reste a l'interface entre les deux cellules apres la
division. Ainsi la présence d’Esg dans la cellule pl affecte la localisation asymétrique de
Pon et probablement d’autres facteurs impliqués dans le trafic intracellulaire du
récepteur Notch tel que Numb.

Néanmoins I'analyse de la localisation de Pon ou Numb dans un contexte de perte
de fonction esg et scrt (par RNAi ou par clone mitotique) n’a pas permis de mettre en
évidence un probleme de répartition asymétrique (Fig.40C-D’). En effet, dans un
contexte ou esg et scrt sont inhibé par RNAj, la localisation de Numb au moment de la
division de pl est asymétrique et forme comme attendu un croissant antérieur (Fig.40C-
C’, n=14). De méme, Dans les cellules p]l mutantes esg en contexte hétéroallélique scrt
ont une localisation normale de Pon au moment de la division (Fig.40D-D’, n=19).
Toutefois la pénétrance du phénotype de transformation de pllb en plla dans un
contexte mutant esg et scrt étant de 16%, il est possible que pour les organes analysés la
transformation n’ait pas lieu. Néanmoins, ces données, associées au fait qu’Esg et Scrt ne
sont pas détectables dans la cellule pl, me conduisent a considérer que le défaut de
localisation asymétrique observé lors de la surexpression d’Esg est probablement du a la
présence ectopique d’Esg dans pl plutét qu’a un effet d’Esg et Scrt sur I'asymétrie de la
division.

2. Escargot contrecarre 'activation de la voie Notch

Puisque Esg est Scrt ne semblent pas étre impliqués dans la ségrégation
asymétrique des facteurs controlant le trafic du récepteur, j’'ai analysé si ces facteurs
pouvaient agir en amont de I'activation du récepteur. Dans ce but, j’ai réalisé des tests
d’interactions génétiques en surexprimant Esg dans un contexte ou l'activation de la
voie Notch est forcée suite a une surexpression de Nintra. Dans ’hypothese ou Esg et Scrt
agissent sur la réponse a I'activation de la voie, Esg devrait supprimer l'effet induit par la
surexpression de Nintra.

La surexpression de Ninra dans les précurseurs secondaires induit une
transformation de pllb vers plla et conduit a la formation d’'un lignage composé de

quatre cellules externes (deux soies et deux socles si la surexpression est transitoire et
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Figure 41 : La surexpression d’Esg contrecarre I'activation de la voie Notch

Analyse de l'interaction entre Esg et la voie Notch. (A) Organes surexprimant N,.,.,. Noter
la présence d’organes composés uniquement de cellules externes (fléches). (B) Organes
surexprimant N,,., et Esg. Noter la présence de deux types d'organes : des organes
composés uniqguement de cellules internes (astérisques roses) ou bien composés
uniquement de cellules externes (astérisques blanches). Les neurones sont identifiés par
Elav et les cellules externes par Pdm1. neuralized””?>gal4 est utilisé pour réaliser la
surexpression et la construction UAS>Histone2B::YFP permet de visualiser I'expression
de neuralized.



quatre cellules socles si la surexpression est maintenue) exprimant toutes le marqueur
Pdm1 (Fig.41A, fleches). Or ce n’est pas le phénotype que j'observe si Esg est surexprimé
en méme temps. En effet, la surexpression d’Esg et Ninwra au début de la vie de pl (grace a
la construction neuralizedr’?>Gal4) provoque la formation d’organes ne comportant que
des cellules de type interne (soit neurones et cellules gaines). Or comme nous I'avons vu
précédemment la surexpression d’Esg ou Scrt aboutit a la formation de ce type d’organe.
Ensemble, ces données montrent que la surexpression d’Esg est épistatique sur la
surexpression de Ninwra, suggérant qu’'Esg est capable d’empécher la réponse a
I'activation de Notch.

En accord avec cette idée, une surexpression plus tardive (peu avant la division de
pl) aboutit a des résultats similaires méme si I'effet est moins tranché. En effet dans
cette expérience les nota présentent stochastiquement trois types de phénotype :

- exclusivement des organes composés de cellules externes (correspondant a la
surexpression de Nintra)

- exclusivement des organes composés de cellules internes (comme lors de la
surexpression d’Esg)

- les deux types d’organes dans un seul et méme notum. Autrement dit des organes
composés uniquement de neurones (Fig.41B, astérisques roses) alors que leurs
voisins sont composés des quatre grosses cellules correspondant a des cellules
externes, méme si ces cellules n’expriment pas le marqueur Pdm1 (Fig.41B,
astérisques blanches). Ces résultats suggerent qu’'Esg et Nintra sont en
compétition pour la mise en place de l'identité neurale et non neurale
respectivement. Néanmoins cette compétition provoque des problémes de
résolution de l'identité, notamment pour I'expression de certains marqueurs

comme Pdm1.

Mes données montrent qu'Esg peut contrer 'activation de la voie Notch suite a la
surexpression de Ninwra, indiquant qu’il agit sur la voie Notch en amont de I'activation du
récepteur. Bien que ces expériences n’ont pas été réalisé avec Scrt, la redondance entre
Esg et Scrt lors de la mise en place de I'identité pllb laisse penser que Scrt pourrait avoir
le méme effet sur la voie Notch. Toutefois ces résultats conduisent a s’interroger sur le
mécanisme sous-jacent a cette interaction. Esg agit-il sur la formation du complexe

activateur ou sur I'expression des génes cibles de Notch ?
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Figure 42 : Escargot ne contrecarre pas I’activation de la voie Notch en
interagissant directement avec N, .., dans le disque d’aile de drosophile

Expression d’un rapporteur minimal de I'activité Notch (LacZ en vert et en niveaux de gris
au milieu, Furriols et Bray, 2001) en contexte de surexpression d’esg. Esg est surexprimeé
dans la région postérieure du disque d’aile grace a engrailed>gal4 dont I'expression est
visualisée grace a UAS>GFP (en rouge et en niveaux de gris a droite). Noter que la
surexpression d’Esg ne modifie pas le profil d’expression du rapporteur minimal de
I'activité Notch a la frontiere dorso-ventrale.



3. Escargot n’interagit pas directement avec N;,.;» pour moduler la réponse
a I'activation de Notch.

Une étude récente a montré dans des cellules d’hépatocarcinome en culture que
'orthologue d’Esg, Snal, interagit physiquement avec Ninwa. En effet le domaine doigt de
zinc de Snal interagit directement avec la région ankyrine de Ninwa. Cette interaction
implique que Snal entre en compétition avec Mastermind pour la liaison avec Nintra,
empéchant ainsi la formation du complexe activateur (Lim et al.,, 2011 ; Kim et al., 2013).

Pour analyser si un tel mécanisme se produit dans le lignage des soies, j'ai étudié
I'expression d’un rapporteur minimal de I'activité Notch suite a la surexpression d’Esg.
Ce rapporteur, déja décrit dans l'introduction (voir introduction, chapitre I1.1.3.b), est
constitué d'un promoteur composé uniquement de sites de fixation pour Su(H) et
Grainyhead en amont de la séquence codant la B-Galatosidase. Ainsi uniquement une
interaction avec les facteurs du complexe activateur ou du complexe répresseur peut
influencer I'expression de ce rapporteur minimal. Dans le disque d’aile, I'expression du
rapporteur est similaire a celle du gene E(spl)mf. Autrement dit la 3-Galatosidase est
détectée a bas niveau dans quasiment tout le disque d’aile avec toutefois une expression
plus marquée au niveau de la frontiere dorso-ventrale (Fig.11 ; Furriols et Bray, 2001).

Dans des conditions de surexpression d’Esg dans le compartiment postérieur du
disque d’aile (en utilisant engrailed>Gal4 et détectée grace a la co-expression de la GFP),
I'expression du rapporteur n’est pas modifiée. En effet, le long de la frontiere dorso
ventrale, l'expression du géne rapporteur est la méme entre les cellules du
compartiment antérieur et celles du compartiment postérieur ou Esg est surexprimé
(Fig.42). Or dans I'hypotheése ou Esg interagit directement avec Ninwra, empéchant ainsi la
formation du complexe activateur, I'expression de ce rapporteur ne devrait plus étre
détecté dans les cellules ou Esg est présent.

En conclusion ces expériences indiquent donc qu’Esg module la réponse a la voie
Notch indépendamment d’une interaction directe avec Nintra. Cependant il est important
de noter que ces expériences ont été réalisées dans le disque d’aile et non pas dans les
organes mécanosensoriels puisque ce rapporteur minimal de I'activité Notch n’est pas
exprimé dans ce tissu (données non montrées). Les cellules composant le disque d’aile
et celles des organes mécanosensoriels sont deux types cellulaires totalement différents.
Par ailleurs, la réponse a 'activation de la voie Notch est extrémement dépendante du

contexte cellulaire. Ainsi 'absence d’effet d’Esg sur ce rapporteur pourrait provenir de
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Figure 43 : Expression des rapporteurs de E(spl)m4, E(spl)m8, E(spl)malpha et E(spl)
mgamma dans le disque d’aile et le notum

(A) Schéma de la localisation des organes sensoriels dans le disque d’aile. Image extraite
de de Celis et al., 1996. (B-G) Expression des rapporteurs des génes E(spl)m4 (B et E), E
(spl)ma (C), E(spl)mB (D et F) et E(sp/)/my (G) dans le disque d’aile (B-D) et dans le notum
(E-G). (B-D) La frontiére antéro-postérieure est visible grace a dpp>LacZ (rouge). (E-G) les
cellules du lignage sont identifiées par Cut (rouge). WM, marge de l'aile ; vr, radius ventral ;
dr, radius dorsal ; np, notopleural ; ps, présutural; sa, supra-alaire ; pa, post-alaire ; dc,
dorso-central ; sc, scutellaire.



I'absence des cofacteurs nécessaires a la liaison d’Esg et de Ninta. Néanmoins je tiens a
souligner que l'interaction entre Snal et Nintra dans les cellules d’hépatocarcinome est
directe. De ce fait, méme si je ne peux pas totalement I'exclure, je tendrais a rejeter
I’hypothese qu’une interaction physique directe serait le mécanisme par lequel Esg et
Scrt interagissent avec la voie Notch. Un moyen de confirmer ce point serait de modifier
le rapporteur de I'activité Notch en remplacant les sites de fixations de Grainyhead par

ceux d’activateurs de la voie Notch actifs dans le lignage.

4. Escargot diminue la réponse transcriptionnelle induite par I'activation
de la voie Notch

L’interaction d’Esg, Scrt et la voie Notch ne reposant pas sur une interaction
directe entre ces facteurs, une autre possibilité est qu'Esg et Scrt inhibent 'expression
des genes cibles de Notch. Comme décrit dans I'introduction (voir introduction chapitre
[1.1.3.a), les genes cibles de Notch les plus connus et les mieux caractérisés sont ceux
codant les protéines du complexe Enhancer of split (E(spl)). L’analyse de leur expression
en contexte de surexpression d’Esg devrait donc permettre de déterminer si les facteurs
de la superfamille Snail sont capables d’inhiber la réponse transcriptionnelle induite par
'activation du signal Notch. Pour se faire, j’ai utilisé des lignées possédant un rapporteur
de I'expression de genes du locus E(spl). Ces rapporteurs sont constitués du promoteur
complet d’'un des genes E(spl) en aval de la séquence codant GFP ou LacZ. Ainsi j'ai
analysé le profil d’expresion des rapporteurs des genes E(spl)m4, E(spl)m6, E(spl)m8,
E(spl)ma E(spl)mp et E(spl)my dans le disque d’aile et les organes mécanosensoriels.
Concernant les rapporteurs de E(spl)m6 et E(spl)mp, ils ne sont exprimés pas exprimés
dans le disque d’aile ou le notum.

Dans le disque d’aile, les rapporteurs des génes E(spl)m4, E(spl])m8 et E(spl)ma sont
exprimés. Pour orienter le disque d’aile lors de cette analyse, la frontiere antéro-
postérieure a été mise en évidence grace a I'expression de la construction dpp>lacZ (en
rouge). Ceci m’a permis également de définir les différentes région du disque et les
différents organes sensoriels (Fig.43A).

L’expression du rapporteur E(spl)m4>GFP dans le disque d’aile débute a la fin du
2¢me stade larvaire (Fig.43B). Dans la région charniére, il est exprimé au niveau de
I'organe sensoriel du radius dorsal et ventral (Fig.43B, indice dr et vr) et dans un amas
de cellules du bord antérieur correspondant aux futurs organes de la région notopleural
et présutural (Fig.43B, indice np et ps). Dans la région alaire, le rapporteur est
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Figure 44 : Esg réprime I'expression de E(spl)m4 et E(sp/)ma mais pas celle de E
(spl)m8 dans le disque d’aile.

Effet de la surexpression d’Esg sur I'expression des rapporteurs (en vert et en niveaux de
gris) des génes E(spllm4 (A-A), E(spl)/ma (B-C’) et E(sp)mB (D-D’). Les cellules
surexprimant Esg sont marquées par la [-galactosidase (rouge). Noter que la
surexpression d’Esg éteint I'expression de E(spl)m4 et E(spll/ma dans les organes
sensoriels (A-B’) mais pas celle de E(sp/)ma dans la marge de l'aile (C-C’) ni celle de E

(spl)mp.



majoritairement exprimés dans les cellules de part et d’autre de la frontiére dorso-
ventral ou seront produits les organes du bord de I'aile (Fig.43B, indice WM) et dans la
région dorsale de la frontiere antéro-postérieure (identifiée ici en rouge grace a
ddp>lacZ). Finalement le rapporteur E(spl)m4>GFP n’est pas exprimé dans la région du
notum du disque d’aile.

Le rapporteur E(spl)ma>GFP est exprimé selon un profil similaire a E(sp])m4 dans
le disque d’aile (Fig.43C) sauf qu'’il est également présent dans les organes sensoriels du
scutellum, dorso-centraux et post-alaires (Fig.43C, indice sc, dc et pa). De plus, alors que
dans la région alaire E(sp])m4>GFP n’est pas exprimé dans le compartiment postérieur,
E(spl)ma>GFP est détectée le long de la frontiere dorso-ventrale dans des disques de
3¢me stade larvaire (Fig.43C, fleche).

Finalement le rapporteur E(sp])m8>LacZ est exprimé dans les organes sensoriels
du radius dorsal et ventral ainsi que ceux de la marge de l'aile (Fig.43D, indice dr, vr et
WM). De plus, tout comme E(spl)ma, son profil d’expression est détectée le long de la

frontiere dorso-ventrale dans le compartiment postérieur (Fig.43D, fleche).

La surexpression d’Esg dans les disques d’aile a été réalisée par la technique de
clone de surexpression. En effet cette technique me permet d’analyser une population de
cellules surexprimant Esg (identifiée par la présence de [(-galactosidase) et de la
comparer aux cellules controles adjacentes.

Pour E(spl)m4>GFP, la présence d’Esg éteint son expression. En effet, dans les
organes sensoriels ou ce rapporteur est exprimé, la présence de clones induit une
absence de GFP (Fig.44A-A’). Ces résultats montrent que la surexpression d’Esg modifie
le profil d’expression du rapporteur de E(spl)m4 dans le disque d’aile. De plus cela
suggere qu’'Esg est capable de réprimer I'expression du gene E(spl)m4.

Tout comme E(spl)m4, I'expression du rapporteur de E(spl)ma dans les organes
sensoriels est éteinte dans un contexte de surexpression d’Esg (Fig.44B-B’). Par contre,
dans les cellules présentes le long de la frontiere dorso-ventrale du compartiment
postérieur et qui ne sont pas des organes sensoriels, 'expression de E(spl])ma>GFP n’est
pas affectée par la surexpression d’Esg (Fig.44C-C’). Mes données indiquent qu’'Esg est
capable de réprimer l'expression de E(spl)ma et suggerent que la capacité d’Esg a

moduler I'expression de genes cibles de Notch dépend du type cellulaire.
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Finalement, contrairement au deux précédents, la surexpression d’Esg n’affecte
pas l'expression de ce rapporteur quelque soit le type cellulaire (Fig.44D-D’), indiquant

qu’Esg ne peut pas influencer 'expression de tous les genes cibles de Notch.

En résumé, la surexpression d’Esg dans le disque d’aile modifie 'expression de
genes cibles connus de la voie Notch, suggérant qu’'Esg est capable de diminuer voir
d’inhiber la réponse transcriptionnelle lors de I'activation de la voie Notch. Puisque dans
ces expériences, les promoteurs complets des génes E(spl) régulent I'expression du gene
rapporteur, alors leur promoteur doivent contenir une séquence permettant la fixation
d’Esg sur I'’ADN. Une analyse in silico des promoteurs de E(spl)m4 et E(sp])ma montre la
présence de E-box, la séquence de fixation des facteurs de la superfamille Snail
(respectivement 323 et 525 nucléotides en amont de ’ATG, observation personnelle et
Maeder et al., 2005). Ceci suggere qu’Esg pourrait étre capable de se fixer en amont de
ces genes et de réguler leur expression. Par ailleurs, je n’ai pas identifié de E-box dans le
promoteur du gene E(spl])m8. Cette absence de site de fixation pour Esg pourrait
expliquer pourquoi la surexpression de ce facteur n’a pas d’effet sur 'expression du

rapporteur E(spl)m8>lacZ.

En conclusion, Esg serait capable d’inhiber la réponse transcriptionnelle induite
par l'activation de la voie Notch dans le disque d’aile. Qu’'en est-il dans les organes
mécanosensoriels ? Esg et Scrt pourraient-ils « verrouiller » I'identité pllb en empéchant
I'expression des genes cibles de Notch lors de I'activation ectopique de la voie dans cette
cellule ? Ainsi ils rendraient les cellules pIllb non compétentes pour répondre au signal
Notch. Afin de tester cette hypotheése, il serait nécessaire d’analyser dans les organes
mécanosensoriels si Esg est capable comme dans le disque d’aile de réprimer
I'expression de rapporteurs de genes cibles de la voie Notch. Dans le notum, les trois
rapporteurs utilisés dans les expériences précédentes ainsi que E(spl)my>lacZ sont
exprimés. Alors que E(spl)m4 et E(spl)ma sont exprimés en bandes dans les cellules
épithéliales (non montré et Fig.43E respectivement), reflétant probablement le
processus d’'inhibition latérale, E(sp])m8 et E(spl])my sont majoritairement présents dans
les organes mécanosensoriels (Fig.43F et 43G). Plus particulierement E(spl)my est un
candidat tres intéressant puisque qu’il est présent uniquement dans les cellules du

lignage ou la voie Notch est activée (Fig.43G). De plus, une E-box a été identifié dans le
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Figure 45 : L’expression ectopique d’Esg dans le lignage des soies provoque une
transformation vers lI'identité neurale mais également des divisions ectopiques et
une mort cellulaire accrue

Surexpression d’Esg a partir de Oh APF (A-A’) et a partir de 12h APF (B-C”). La
surexpression d’Esg est assurée par neuralized”7?>gal4 et la temporalité de I'expression
est controlée par une forme thermosensible de Gal80, l'inhibiteur de Gal4. Les organes
sensoriels sont identifiés par la présence de His2B::YFP (bleu en A-A”) et Cut (bleu en B-
C”), les cellules externes par Pdm1 (vert en A et niveaux de gris en A’), les neurones par
Elav (rouge en A, vert en B et C, niveaux de gris en A’, B’ et C’) et les cellules gaines par
Pros (rouge en B et C, niveaux de gris en B” et C”). Noter que la surexpression d’Esg
induit la formation d’organes composés uniquement de cellules internes (neurone et
gaine). De plus la surexpression a Oh APF aboutit a la disparition d’organes sensoriels et
celle a 12h APF a des divisions ectopiques (B-C”) avec des organes allant jusqu’a plus
de 6 cellules (C-C”)



promoteur du gene E(spl)my (396 nucléotides en aval du codon initiateur de la
traduction). L’'analyse de l'effet de la présence d’Esg sur le profil d’expression de ces
rapporteurs devrait indiquer si dans le notum Esg est capable d’empécher I'expression
de genes cibles de Notch.

Mes données apportent des éclaircissements sur le mécanisme d’interaction entre
facteur Snail et la voie Notch méme si le mécanisme moléculaire en jeu, autrement dit
comment Esg et probablement Scrt répriment I'expression des genes cibles, reste encore

inconnu.

Pour résumer ce chapitre, mes données suggerent qu'Esg et Scrt permettent le
maintien de lidentité pllb en rendant cette cellule incapable de répondre
transcriptionnellement suite a I'activation du signal Notch. Néanmoins cette hypothese
reste a confirmer par une analyse de la répression par Esg de l'expression des
rapporteurs dans le notum et également par une approche moléculaire pour confirmer

la fixation d’Esg et Scrt en amont des ces genes.

lll. Escargot module le cycle et la survie cellulaires dans le lignage des soies

mécanosensorielles.

Lors des différentes expériences de surexpression d’Esg et Scrt, j'ai fréquemment
observé la formation de cellules neurales ectopiques notamment lorsque cette
surexpression était maintenue durant toute la durée de la formation du lignage des
soies. Sachant que les facteurs de la famille Snail ont été décrit comme participant a la
régulation du cycle cellulaire au cours du développement (voir introduction, chapitre
IV.2.2), ces observations m’ont conduit a analyser si 'augmentation du niveau de Esg et
Scrt pouvait conduire a des divisions ectopiques.

La surexpression d’esg dans les organes mécanosensoriels des le début de la
métamorphose (en utilisant neuralized>Gal4 tubuline>Gal80%, mis a 30°C 0hAPF) aboutit
a la formation de nota présentant de larges zones dépourvues d’organes sensoriels
(Fig.45A-A”). Néanmoins dans les organes restants correspondaient a des amas de
cellules (allant jusqu’a plus de 8 cellules) exprimant pour la plupart Elav et aucune
cellule exprimant le marqueur de cellule externe Pdm1. Cette observation montre que la
surexpression continue d'esg, en plus de la transformation d’identité décrite

précédemment, induit des divisions ectopiques. De méme elles suggérent que la
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Figure 46 : L’expression ectopique d’Esg provoque de nombreuses divisions
ectopiques

(A) Schéma du lignage d’'un organe surexprimant Esg a partir de 12h APF. Noter que les
cellules de cet organe se divisent 16 fois au lieu de 4 et qu’il y a de 9 cellules qui meurent
(croix rouges). (B) Organe obtenu a partir du lignage décrit en A. (D-E) Analyse des
phases du cycle a 30h APF dans des organes sensoriels surexprimant Esg. La phase S
est identifiée grace a l'incorporation de EdU (vert en C) et la phase M par les HistonesH3
phosphorylées (vert en D). Noter que les cellules du lignages (identifiées par Cut, rouge
en C et bleu en D) sont toujours en cours de division a 30h APF, alors que dans un
contexte contréle les divisions s’arrétent a 21h APF.



surexpression provoque une mort cellulaire accrue conduisant a la disparition d’organes
sensoriels. Lorsque la surexpression est plus tardive (en utilisant neuralized>Gal4
tubuline>Gal80%, mis a 30°C 12hAPF) je n’observe plus de régions dépourvues d’organes
sensoriels mais les organes présentent toujours une augmentation du nombre de

cellules de cellules et un biais vers l'identité neurale (Fig.45B-C").

1. La surexpression d’escargot provoque de nombreuses divisions
ectopiques

Afin d’analyser plus en détail les conséquence de la surexpression d’esg, j'ai
effectué une analyse in vivo permettant de suivre le lignage cellulaire. Concernant les
divisions ectopiques, j'ai constaté de nombreuses divisions ectopiques dans un contexte
de surexpression d’Esg. Dans un exemple ou Esg est surexprimé a partir de 12hAPF, j’ai
dénombré jusqu’a 16 divisions au lieu des 4 habituelles (Fig.46A). Les cellules obtenues
dans ces organes expriment toutes les marqueurs d’identités neurales Elav et Pros
(Fig.46B). Ces divisions ectopiques se poursuivent bien au-déla de ce que j’ai pu observé
dans l'analyse in vivo puisqu’a 30hAPF j'observe toujours dans les amas de neurones et
de cellules gaines des cellules en cours de réplication ou de mitose (respectivement
détectées par incorporation de Edu un marquage de I'histone H3 phosphorylée, Fig.47C
et 47D).

En résumé la surexpression d’Esg semble maintenir les capacités prolifératives des
cellules du lignage. Ce facteur pourrait avoir un effet direct sur la progression du cycle
cellulaire ou bien a un maintien de l'identité précurseur (pllb ou plllb). Esg et Scrt
promouvant l'identité pllb et la perte de fonction esg n’affectant pas la cadence des
divisions cellulaires, la seconde hypothese semble la plus probable. Néanmoins les
facteurs de la famille Snail sont des régulateurs du cycle cellulaire dans de nombreux
systémes (Fuse et al., 1994 ; Hayashi, 1996 ; Nakayama et al., 1998). Ainsi je ne peux pas
totalement écarter un role sur la progression du cycle cellulaire. Mais il faut garder a
I'esprit que ces expériences sont des surexpressions d’Esg, pouvant entrainer la
régulation de 'expression de genes qui ne sont pas des cibles transcriptionnelles d’Esg

dans le lignage.
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Figure 47 : Cut réprime I’apoptose provoquée par la surexpression d’Esg

(A-B’) Expression de Cut (vert en A et B, niveaux de gris en A’ et B’) dans le cellule du
lignage d’organes controles (A-A’) et surexprimant Esg a partir de Oh APF (B-B’). La
surexpression est réalisée avec neuralizedr”?>gal4 et son expression est visualisée grace
a UAS-His2B::YFP (rouge en A et B). Noter que les cellules surexprimant Esg ne sont
marquées par Cut alors que la YFP est détectée (astérisques). (C-D) Notum ou les
organes sensoriels surexpriment Esg seul (C) ou Esg et Cut (D). La surexpression est
réalisée avec neuralizedP’?>gal4 et son expression est visualisée grace a UAS-
His2B::YFP (rouge). Les neurones sont identifiés par Elav (vert). Noter que le nombre de
cellules appartenant au lignage des soies augmente dans un contexte de surexpression
d’Esg et Cut comparé a la surexpression d’Esg seul.



2. La surexpression d’escargot provoque-t-elle une mort cellulaire accrue
en réprimant I’expression du facteur Cut ?

Dans l'exemple cité plus haut, bien que 16 divisions soit observées, toutes les
cellules produites ne composent pas l'organe final. En effet, 9 cellules meurent juste
apres leur formation. Ces cellules meurent-elles parce qu’elles ont adopté l'identité de
cellule gliale ? Comment la surexpression d’Esg provoque-t-elle la mort de ces cellules ?
Le facteur de transcription Repo est un marqueur de l'identité gliale. Or dans un
contexte de surexpression d’Esg, je ne détecte pas la présence de ce marqueur dans les
cellules en cours d’apoptose (résultat non montré). Ceci indique que les cellules entrant
en apoptose dans ce contexte ne sont pas des cellules gliales. Corrélées aux conclusions
émises a la fin de la section précédente, elles indiquent également que la surexpression
d’Esg ne provoque pas des divisions ectopiques suite a un maintien de I'identité pllb, la
cellule mere de la cellule gliale.

De maniere intéressante, lors de la surexpression d’Esg des le début du lignage (en
utilisant neuralized>Gal4 tubuline>Gal80%, mis a 30°C 0hAPF), j'observe que les organes
sensoriels n’expriment plus le facteur de transcription Cut (Fig.47B-B’ a comparer avec
Fig.47A-A’), suggérant qu’Esg réprime l'expression de cut. Or ce facteur est présent dans
toutes les cellules du lignage et est couramment utilisé comme marqueur des cellules du
lignage. Une étude précédente a montré que la perte de fonction cut conduit a une
augmentation de I'apoptose (Pitsouli et Perrimon, 2010). La disparition de Cut est-elle
responsable de la mort cellulaire observée lors de la surexpression d’Esg? Pour
répondre a cette question, j'ai restauré l'expression de Cut dans un contexte de
surexpression d’Esg. Dans ce contexte, jobserve une forte augmentation du nombre de
cellules, majoritairement de part et d’autres de la ligne médiale, formant de larges amas
de cellules exprimant pour certaine le facteur Elav (Fig.47D a comparer avec Fig.47C). Il
est important de noter que la surexpression de Cut seul ne modifie pas la formation des
organes sensoriels (résultat non montré). Ces résultats montrent que la restauration de
I'expression de Cut diminue la mort cellulaire induite par la surexpression d’Esg sans
toutefois affecter les divisions ectopiques ou la transformation d’identité. De plus ils
suggeérent que la mort cellulaire est une conséquence de la répression de cut par Esg.
Toutefois, dans cette hypothese, lors de la perte de fonction esg, je devrais observer une
augmentation de 'expression de cut. Or, lors des expériences de perte de fonction esg et

esg/scrt, je n’ai pas observé de modification du niveau d’expression de Cut dans les
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Figure 48 : Expression d’esg dans le disque d’aile de drosophile

Expression d’esg (vert et en niveaux de gris) dans le disque d’aile au niveau de la poche
et du notum (A-A’) et au niveau de la membrane péripodiale (B-B’). Noter qu’esg est
exprimé a la charniére du disque d’aile, dans la poche de l'aile et dans les cellules de la

membrane péripodiale.



organes sensoriels mutants (voir dans les résultats, chapitre 1.1), indiquant que la
encore la régulation de I'expression de cut par Esg découlerait d’'une action ectopique de

ce facteur.

En conclusion de ce chapitre, la surexpression d’Esg, en plus de provoquer un biais
vers l'acquisition de l'identité neurale, induit des divisions ectopiques et une mort
cellulaire accrue. Néanmoins, des effets sur le cycle et la survie cellulaires n’ayant pas
été observé lors des expériences de perte de fonction esg et scrt, je tendrais a considérer
que ces phénotypes sont la conséquence d’'une augmentation drastique du niveau d’Esg
conduisant a une saturation et a la régulation de I'expression de genes qui ne sont pas
des genes cibles lorsqu’Esg est présent a plus faible niveau. Par ailleurs, ces expériences
soulignent I'importance du contréle du niveau d’expression d’esg dans les organes

mécanosensoriels et dans d’autres systemes.

IV. Escargot et la morphogeneése cellulaire dans le disque d’aile et les soies

mécanosensorielles

Les organes mécanosensoriels sont formés au stade pupal. Néanmoins le processus
d’inhibition latérale conduisant a leur sélection débute des le stade larvaire dans la
partie notum du disque d’aile. Comme décrit dans I'introduction (voir chapitre 11.2.1), la
sélection par inhibition latérale des organes sensoriels repose sur une activation
différentielle de la voie Notch entre les cellules précurseurs du futur organe sensoriel et
les cellules épithéliales adjacentes. Dans le but de savoir si Esg et Scrt pourraient
également intervenir dans ce processus, notamment en interagissant avec la voie Notch,

j'ai analysé le profil d’expression d’esg et scrt dans le disque d’aile.

1. Expression d’escargot et scratch dans le disque d’aile
Concernant 'expression de scrt, en utilisant la lignée enhancer-trap utilisée dans
mes précédentes expériences, je n’ai pas pu détecter d’expression de ce gene dans le
disque d’aile (résultat non montré).
En utilisant la lignée esg::GFP, j’ai observé que le géne esg est fortement exprimé
dans les cellules constituant la charniere entre la poche de l'aile et le notum, plus
faiblement dans la poche de I'aile mais aucune expression n’est visible dans le notum

(Fig.48A-A’). Cette absence d’expression dans le notum du disque d’aile indique qu'’il est
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Figure 49 : Esg est impliqué dans I’éversion du disque d’aile et de la fermeture
dorsale

Thorax de pharates contréle (A), dans un contexte d’inhibition de I'éversion du disque
d’aile (A-D) et hypomorphe esg (A-D’). Noter que les mouches hypomorphes esg
présentent des phénotypes similaires a ceux observés lors d’'un blocage de 'éversion du
disque d’aile comme une absence de fusion thoracique (B et B’), d'une moitié du thorax
(C et C’) ou du thorax entier (D et D’). Lors de I'absence d’une moitié du thorax, celle-ci
est présente a l'intérieur du corps de la mouche (E-E’).

Les photographies de A a D sont extraites de Srivastava et al., 2007.



peu probable qu’Esg joue un role dans la sélection des organes sensoriels. A un niveau
plus apical j'ai également détecté Esg::GFP dans les cellules de la membrane péripodiale,
un tissu important lors de I'éversion du disque d’aile (Fig.48B-B’). Ces observations
indiquent qu’Esg pourrait jouer un role lors de la formation du disque d’aile et lors de

son eversion.

1. Escargot est impliqué dans I'éversion du disque d’aile et la fermeture
thoracique

La combinaison hétéroallélique esg3°ce-1/esgP? permet aux individus de survivre
jusqu’au stade pupal. Ces mouches, comme décrit dans une précédente étude (Hayashi
et al., 1993), présentent un défaut dans le maintien des histoblastes corrélée a une
absence de soies abdominales, une augmentation du nombre de segments dans la patte
et une mauvaise orientation des ailes au repos.

Cependant dans ce contexte, j'ai également observé un phénotype non décrit
jusqu’a maintenant. Si les soies thoraciques apparaissent normales, la moitié des
pharates (n=229) présentent de séveres défauts au niveau du thorax. Certaines pupes
sont complétement déformées alors que d’autres (n=52) présentent des phénotypes
moins drastiques : 10% présentent un défaut de fermeture thoracique (Fig.49B’), 69%
ont une moitié de thorax absente (Fig.49C’) et 21% n’ont pas de thorax dorsal (Fig.49D’).
De maniere intéressante, dans les mouches ne présentant pas de thorax ou seulement
une moitié de thorax, la partie manquante est toujours présente a I'intérieur du corps de
I'individu (Fig.49E-E’). En disséquant ces individus jai pu voir que ces «thorax
internes » sont normalement formés avec une aile adjacente et ils présentent méme des
soies mécanosensorielles parfaitement ordonnées (Fig.49E’). Un tel phénotype n’est pas
sans rappeler ce qui est observé lors d’'un blocage de I'éversion du disque d’aile par
inhibition de la voie JNK dans les cellules de la membrane péripodiale (Fig.49A-D,
Srivastava et al., 2007), suggérant qu’'Esg est impliqué dans I'éversion du disque d’aile.

Pour résumer, Esg contribue a I'éversion du disque d’aile et a la fermeture dorsale
permettant la formation du thorax. Aux vues de I'expression d’esg dans la membrane
péripodiale et de son roéle connu dans [linitiation de la transition epithélio-
mésenchymateuse (un processus utilisé lors de l’éversion du disque d’aile), mes
données suggerent qu’Esg controle la capacité des cellules de la membrane péripodiale a
envahir la membrane basale et ainsi déclencher la sortie du disque d’aile. De méme, la
participation des cellules péripodiales lors de la fusion des deux hémi-thorax, la
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Figure 50 : La perte de fonction d’esg en contexte hétéroallélique scrt provoque
une déformation de la marge dorso-ventrale

(A-A’) Ailes de mouches adultes en contexte de perte de fonction esg et hétéroallélique
scrt. Noter la présence d’encoche dans la marge de l'aile (A, fléeche rose), de marges
ectopiques (A, fleche verte) et des défaut dans le trajet des veines alaires (A, fleche
bleu). (B-B’) Disque d’aile en contexte de perte de fonction esg par clones mitotiques et
hétérozygote mutant scrt. La frontiére dorso-ventrale est identifiée par 'expression de Cut
(vert en B et rouge en B’) et de Wingless (vert en B). Les cellules mutantes esg sont
marquées par l'absence de GFP (bleu). Noter que la frontiere dorso-ventrale est
fortement déformée dans ce contexte (fleches).



diminution de dose d’esg dans ces cellules résulterait en un défaut de fermeture

thoracique.

2. Escargot et Scratch régulent I’affinité cellulaire dans le disque d’aile

Lors de I'analyse clonale de la perte de fonction esg en contexte de diminution de
dose de scrt (scrtioll/+ ou scrtioll/scrtiol6), j’'ai observé que les ailes adultes étaient
fortement déformées (Fig.50A-A’). Les ailes de ces mouches présentaient des d’encoches
(Fig.50A, fleche rose), des marges ectopiques (Fig.50A’, fleche verte), des « bulles » ainsi
que des altérations dans le trajet des veines parcourant l'aile (Fig.50A’, fleche bleue).
Comme décrit dans l'introduction, les ailes a encoches sont une indication d’une
diminution du signal Notch a la frontiere dorso-ventrale. A contrario, les « bulles » et les
marges ectopiques sont généralement le signe d’'une activation ectopiques de Notch
dans le disque d’aile. Mes travaux ayant montré qu’Esg et Scrt interagissent avec la voie
Notch dans les organes mécanosensoriels, cette interaction est-elle conservée dans le
disque d’aile ?

Pour répondre a cette question j’ai étudié au niveau cellulaire la formation de la
marge de l'aile dans des clones mutants esg lors d’'une diminution de dose scrt,
notamment le profil d’expression de Wg et Cut. En effet ce sont deux facteurs dont
I'expression est activée par la voie Notch dans les cellules de la frontiére dorso-ventrale.
La double perte de fonction esg/scrt n’induit pas de discontinuité dans I'expression de
Cut et Wg le long de la frontiere dorso-ventrale, comme ce serait le cas lors d’'une perte
de fonction Notch. Réciproquement, je n'observe pas d’extension de la marge ou
d’expression de Wg et Cut dans les clones mutants, comme observé lors d’'une activation
ectopique de la voie Notch dans le disque d’aile. Néanmoins dans ce contexte la frontiére
dorso-ventrale présente de fortes déformations et forme des boucles vers le
compartiment dorsal ou ventral (Fig.50B-B’, fleches), générant probablement les
encoches observées dans l'aile adulte. Il est a noter que ces boucles ne suivent pas en
permanence la bordure clonale, indiquant que cette déformation n’est pas due a la
juxtaposition des cellules mutantes et controles. Finalement, un phénotype apparaissant
également est la formation de cercles exprimant Cut et Wg loin de la frontiere dorso-
ventrale. Ces anomalies pourraient correspondre aux «bulles» et aux marges
ectopiques que I'on observe chez I'adulte.

Pour résumer, si la perte de fonction esg/scrt ne provoque pas les phénotypes

associés a une modification de la voie Notch dans le disque d’aile, elle génere tout de
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Figure 51 : Esg n’est pas impliqué dans la morphogenése de la cellule plib

(A) Schéma des mouvements cellulaires de plla et pllb. Noter que la cellule pllb
délamine, ne conservant en contact avec I'épithélium qu’'une petite partie de sa région
apicale. Ceci est visible par un marquage de la région apicale (pTyr en vert et en niveaux
de gris) des cellules pllb et plla. Les cellules du lignage sont identifiées par Cut (bleu) et
la cellule plla par Tramtrack69 (rouge). (B) Clones mutants esg, identifiés par I'absence
de GFP (bleu). Noter que la région apicale (pTyr en vert) de plla et pllb (Cut en rouge)
n’est pas affectée dans ce contexte. (C) Clones mutants esg en contexte hétéroallélique
scrt. Noter que pour les organes ou pllb est transformée en plla (deux cellules positives
pour Ttk69, en rouge), la région apicale des deux cellules correspond a de cellules
n’ayant pas délaminer.



méme une altération de la forme de la frontiére corrélée au phénotype observés chez
'adulte. D’apres ce qui a été décrit dans de précédentes études (Blair et al., 1994 ; Milan
et Cohen, 1999), ce phénotype est tres similaire a ceux obtenus lors d’'une altération de
'affinité cellulaire et correspondant a un défaut d’affiliation des cellules au
compartiment adéquat. Sachant que les facteurs de la superfamille Snail sont connus
pour étre des régulateurs de I’adhésion cellulaire, je propose que la perte de fonction esg
et scrt dans le disque d’aile aboutirait a une modification de cette affinité, résultant en
un mélange des différentes populations cellulaires et en une déformation de la frontiere
dorso-ventrale. N’ayant pas observé dans ce contexte une altération de I'expression de la
E-cadhérine (résultat non montré), un cible directe des facteurs Snail, la régulation de
I'affinité cellulaire par Esg et Scrt doit impliquer d’autres molécules d’adhésion qui reste

a déterminer.

3. Escargot et Scratch ne controlent pas la morphogenése des cellules plla

et plib.

Mes résultats indiquent qu’Esg et Scrt sont impliqués dans le contréle de la
morphogenese cellulaire dans le disque d’aile. Cette fonction est-elle conservée dans le
lignage des soies? En terme de morphogenese cellulaire, que ce soit pour le
développement de la soie, de la cellule socle ou du neurone, le lignage présente une
grande diversité de forme cellulaire. Néanmoins pour étudier si Esg et Scrt sont
impliqués dans la modification de la forme des cellules du lignage, je me suis
principalement concentrée sur les précurseurs plla et pllb. En effet, alors que la cellule
plla reste au niveau apical en contact avec I'épithélium, la cellule pllb remodele ces
jonctions et délamine. En s’enfoncant vers l'intérieur de la pupe, elle ne conserve en
contact avec I'épithélium qu’'une petite partie de sa région apicale qui sera encerclée par
celle de la cellule plla (Fig. 514, Le Borgne et al., 2002).

Une analyse de la région apicale des précurseurs secondaires dans des clones
mutants esg montre qu’il n'y a pas de modifications notables par rapport aux organes
non mutants adjacents suggérant que la délamination de pllb est normale dans ce
contexte (Fig.51B-B’). Dans un contexte de perte fonction esg et scrt, jobserve que la
région apicale des deux cellules transformées (identifiées par la présence de
Tramtrack69) est large, indiquant qu’il n’y a pas eu délamination de la cellule antérieure
(Fig.51C-C’). Cependant, en contexte de gain de fonction Notch ou le précurseur pllb
acquiert I'identité plla, un phénotype similaire a été observé (Le Borgne et al., 2002). Il
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n’est donc pas possible de déterminer si I'absence de délamination antérieure est causée
directement par Esg et Scrt ou par la transformation de la cellule pllb en plla. Toutefois,
dans les organes non transformés présents dans ces clones, je n’ai pas observé de
modification de la région apicale. Cette absence de modification suggere que
'acquisition de l'identité plla par la cellule antérieure serait responsable de son absence
de délamination. De plus, cela suggére qu'Esg et Scrt ne sont pas impliqués dans la
délamination de la cellule plIb.

Pour conclure, bien qu’Esg et Scrt semblent contrdler la migration et 'adhésion des
cellules du disque d’aile, dans les organes mécanosensoriels leur role semble étre dédié
au contréle de l'identité neurale et neuronale. Néanmoins, sachant que la zone de
contact entre plla et pllb est un élément important pour I'établissement du signal Notch
entre ces cellules, il n’est pas possible d’exclure qu'une absence de délamination de pllb
provoquée par la double perte de fonction esg/scrt soit responsable de l'activation
ectopique de Notch dans la cellule pllb, étant ainsi a I'origine de la transformation de
cette cellule. Seule une analyse in vivo de la morphogenese de pllb et plla (en utilisant
par exemple la protéine de fusion E-cadherin::GFP) en contexte de perte de fonction esg

et scrt pourrait me permettre d’exclure un tel mécanisme.
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Discussion des résultats
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Au cours de ma these, j'ai montré que deux facteurs de la superfamille Snail,
Escargot et Scratch, sont exprimés dans le sous-lignage neural des organes
mécanosensoriels de la drosophile. De plus mes résultats indiquent que, dans ce lignage,
ces facteurs interviennent lors de la mise en place de l'identité neurale et neuronale : (i)
dans les précurseurs secondaires, ou Esg et Scrt, agissent de maniére redondantes et
sont nécessaires et suffisants pour maintenir l'identité du précurseur neural pllb,
probablement en bloquant I'expression de genes cibles de la voie Notch, et (ii) dans le
neurone, ou Esg contréle la dynamique de la détermination et de la différenciation de
cette cellule en régulant 'expression de facteurs impliqués dans l'identité neuronale,

notamment Prospero.

I. Mécanisme d’interaction entre Escargot, Scratch et la voie Notch

Mes données montrent qu'une perte de fonction esg et scrt provoque dans 16%
des organes la transformation de la cellule pllb en plla. Or 'acquisition de I'identité plla
est dépendante de l'activation de la voie Notch dans cette cellule (Guo et al., 1996). Par
ailleurs, la fréquence de transformation de pllb en plla observée lors d’'une perte de
fonction esg et scrt diminue ou augmente en fonction du niveau d’activation de la voie
Notch (respectivement lors d’'une augmentation et d’'une diminution de l'activité de la
voie). Ceci indique que ces facteurs interagissent génétiquement. De plus, cela suggere
qu’'Esg et Scrt maintiennent 'identité pllb en empéchant I'activation de la voie Notch
dans cette cellule.

De plus, mes travaux suggerent qu’'Esg agirait au niveau de la transduction du
signal Notch, en maintenant réprimée 'expression de genes cibles de la voie. Suite a cet
ensemble de résultats, je propose que, dans le lignage des soies mécanosensorielles, Esg
et Scrt agissent comme un « verrou » de l'identité neurale pllb. Ils empécheraient que
cette cellule acquiére un destin non-neural suite a une fluctuation supraliminale de

'activation de la voie Notch.

1. Répression des genes cibles de Notch par Esg et Scrt

La répression de 'expression des genes cibles de la voie Notch par Esg pourrait
étre directe. Dans cette hypothese, la fixation d’Esg et Scrt est requise au niveau de leur

promoteur. J’ai montré qu’Esg est capable de modifier I'expression des genes E(spl)m4 et
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E(spl)ma. De plus, une analyse in silico montre que ces genes possedent au moins un site
de fixation pour Esg (E-box) quelques centaines de nucléotides en amont de leur
promoteur. La répression de ces génes dépend-elle de la fixation d’Esg sur ces séquences
? Dans le but de répondre a cette question, il serait nécessaire de générer des mutations
ou des déletions de E-box dans les rapporteurs d’expression de E(spl)m4 et E(spl)ma et
d’analyser si leur expression est modifiée en présence d’Esg.

En complément de cette expérience, je propose de modifier le rapporteur minimal de
'activité de la voie Notch créé par Furriols et al., (2001) et qui n’est pas sensible a la
surexpression d’Esg (Fig.42). Aux séquences déja présentes dans le promoteur de ce
rapporteur (site de fixation pour Grainyhead et Su(H)ms), j’ajouterai les séquences E-Box
provenant du promoteur de E(spl)m4. Si la surexpression d’Esg provoque la répression
de ce rapporteur, alors cela indiquera que ce processus est dépendant de la fixation
d’Esg en amont des génes cibles.

Mes résultats montrent que sur trois lignées comportant des rapporteurs
d’expression des genes cibles de Notch testées, Esg régulent 'expression de deux d’entre
eux. Ces deux génes sont-ils une exception ou est-il possible d’étendre cette interaction a
d’autres genes cibles de la voie Notch? Des études montrent que l'activation de
I'expression des genes cibles de Notch est potentialisée par la fixation de facteurs de
type bHLH comme Scute ou Daughterless sur des E-Box (Kramatschek et Campos-
Ortega, 1994 ; Maeder et al., 2005). Par ailleurs, les facteurs Snail se fixant également sur
des E-box (Mauhin et al.,, 1993), il a été montré qu’Esg peut entrer en compétition avec
les protéines bHLH pour la régulation de I'expression des genes cibles (Fuse et al., 1994 ;
Kataoka et al., 2000). Il est donc envisageable qu’Esg et Scrt se fixent sur le promoteur
des genes cibles de la voie Notch et régulent directement leur expression. Pour tester ce
point, il faudrait identifier les cibles transcriptionnelles d’Esg et Scrt et les comparer aux
cibles de Notch. Dans ce but, il serait souhaitable de réaliser des expériences de
séquencgage de la chromatine immunoprécipitée (ChIP-seq) par Esg ou Scrt. La liste des
genes cibles d’Esg et Scrt serait ensuite comparée a celle des cibles de la voie Notch,
obtenue par un séquencage de la chromatine liée avec Nintra. Ceci permettra d’évaluer le
pourcentage de cibles communes a Esg et la voie Notch. Des tests d’interaction
génétique entre ces cibles, Esg et Scrt permettraient de déterminer si Esg et Scrt

maintiennent I'identité pllb en réprimant 'expression de ces génes.
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Finalement, je tiens a souligner que la majorité des expériences de surexpression
visant I'analyse de l'interaction d’Esg et Scrt avec la voie Notch ont été réalisées
uniquement avec Esg. Or un point central de mes données est que ces facteurs agissent
de maniere redondante dans ce processus. Il serait donc nécessaire de réaliser le méme

type d’expériences avec Scrt.

2. Mécanisme moléculaire de répression des genes cibles de Notch par Esg
et Scrt

Par quel mécanisme Esg et Scrt agissent-ils sur I'expression des genes cibles de
Notch ? A l'instar des mécanismes potentialisant I'expression des génes cibles de Notch
(voir introduction chapitre II1.3.2.a), il est possible d’envisager trois mécanismes
conduisant a la répression des genes cibles de Notch :

(i) Esg et Scrt pourraient bloquer la réponse transcriptionnelle a Notch en
stabilisant la fixation du complexe répresseur sur I’ADN. La réponse a la voie Notch
passe par un équilibre entre complexe répresseur et complexe activateur dans lesquels
Su(H) est la protéine centrale (Krejci et al., 2007). Associée aux protéines CtBP, Hairless
et Groucho, il forme le complexe répresseur qui se lie de maniere transitoire et peu
stable avec 'ADN (Krejci et al, 2007). Associée a Ninra et Mastermind, il forme le
complexe activateur, ayant une affinité beaucoup plus forte pour I’ADN et ainsi occupant
de maniere plus stable les sites de fixation pour Su(H) (Krejci et al., 2007). Krejci et al,,
ont montré qu’a partir de cellules ou la voie Notch est activée, la quantité d’ADN
immunoprécipité par Su(H) est beaucoup plus importante que celle obtenue a partir de
cellules ou la voie Notch n’est pas activée. La différence d’affinité pour I’ADN entre le
complexe répresseur et le complexe activateur et le fait que le complexe répresseur n’est
pas en permanence sur I’ADN expliqueraient pourquoi, lorsque la voie Notch est activée,
I'expression des génes cibles est rapidement activée.

Pour déterminer si Esg et Scrt augmentent |’affinité du complexe répresseur pour ’ADN,
il serait nécessaire d’analyser si leur présence augmente la quantité d’ADN
immunoprécipité par Su(H), ce qui refléterait la stabilisation du complexe répresseur.

(ii) Esg et Scrt pourraient bloquer la progression de I’ARN polymérase. Les
facteurs Snail sont principalement connus pour leur roéle en tant que répresseur
transcriptionnels. Ils agissent soit a courtes distances en bloquant la progression de
I’ARN polymérase (Bothma et al, 2011) soit a de longues distances en inhibant le
repliement de la chromatine et ainsi empéchant le rapprochement entre un promoteur
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éloigné et une séquence codante (Chopra et al., 2012). Les genes E(spl)m4 et E(spl)ma
possédant une séquence E-box moins de 500 paires de base en amont du codon
d’initiation, il est probable qu’Esg régule leur expression en agissant sur de courtes
distances via le mécanisme de blocage de la progression de 'ARN polymérase (Bothma
etal, 2011).

(iii) Esg et Scrt modifieraient la structure de la chromatine, la rendant moins
accessible a Nintra et au complexe activateur. Des travaux réalisés précédemment au
laboratoire suggérent que, lorsque la chromatine est sous un état plus fermée, la
compétence cellulaire a répondre a l'activation de la voie est diminuée (Remaud et al.,
2008). En accord avec cette idée, une diminution de la condensation chromatinienne en
jouant sur les facteurs épigénétiques rendrait les cellules plus compétentes a répondre
au signal Notch (Remaud et al, 2008). Sachant qu’Esg et Scrt s’associent avec des
modificateurs de I'état chromatinien (Revue par Nieto, 2002), ces facteurs pourraient
modifier I'état de la chromatine autour des génes cibles de la voie Notch, empéchant leur
expression lors de l'activation de la voie Notch. Il serait intéressant d’analyser si la
diminution ou I'augmentation de dose des facteurs impliqués dans le remodelage de la
chromatine, tel que Brahma ou HP1, influence la transformation d’identité induite par la

perte de fonction esg et scrt.

Enfin il est important de signaler que, bien que la littérature scientifique foisonne
d’exemple de facteurs potentialisant 'expression des génes cibles de Notch suite a une
activation de la voie, il y a peu de facteurs décrits comme ayant des effets répressifs
(Revue par Bray et Bernard, 2010). Mes travaux montrent qu’Esg, Scrt ont un effet
répressif sur la voie Notch, permettant d’envisager un nouveau mécanisme participant a

la régulation de la voie Notch.

Il. Mise en place de l'identité neuronale: Réseau de régulation entre
Escargot, Prospero, Nerfin-1, Elav et miR-279

Au dela de I'implication d’Esg et Scrt dans le maintien de 'identité neurale, mes
données montrent également que Esg, et non Scrt, a un role supplémentaire dans la
différenciation neuronale. La perte de fonction esg altére la croissance et I'arborisation
axonale, un phénotype non observé lors de la perte de fonction scrt. Par des analyses

génétiques et cellulaires, j’ai mis en évidence que ces défauts de différenciation
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Figure 52 : Réseau d’interaction dans la cellule gaine des organes
chémosensoriels sensibles au CO,

Gauche : Dans la cellule gaine, Pros et miR-279 réprime I'expression d’esg et de nerfin-1.
Cette répression permet la mise en place de l'identité gaine. Droite : Dans la cellule gaine
d’organes mutant pros, esg et nerfin-1 ne sont pas réprimés et activent la détermination
et la différenciation neuronale. Ceci résulte en la formation d’'un neurone ectopique.

Schéma extrait de Hartl et al., 2011



neuronale résulte d'un délai dans la dynamique de la détermination neuronale,
notamment en contrélant la régulation de l'expression séquentielle des génes pros,
nerfin-1 et elav. Plus particulierement, I'effet d’Esg sur la détermination neuronale serait
principalement médiée par la régulation de la dynamique d’expression de Pros, un
facteur présent au début de la vie du neurone et qui joue un role crucial dans sa

détermination et sa différenciation.

Chez la drosophile, Esg est impliqué dans la mise en place de l'identité neurale
dans de nombreux types cellulaires (neuroblastes, photorécepteur). Un modeéle proche
des organes sensoriels est le lignage des organes chemosensoriels sensibles au CO..
Dans ces organes, Pros et miR-279 sont requis pour la détermination de la cellule gaine.
En effet ils répriment l'expression d’'esg et nerfin-1, deux facteurs promouvant
'acquisition de l'identité neuronale dans les neurones sensibles au COz. En absence de
Pros et miR-279, esg et nerfin-1 ne sont plus réprimés dans la gaine et celle-ci devient un
neurone (Hartl et al., 2011). Dans ce réseau de régulation, I'absence de Pros dans le
neurone permettrait l'expression d’esg et nerfin-1. A leur tour, Esg et Nerfin-1
collaboreraient pour la mise en place I'identité neuronale (Fig.52). A I'inverse dans la
gaine, Pros et miR-279 réprime l'expression de ces deux génes, réprimant l'identité
neuronale et permettant la mise en place de I'identité gaine.

Dans les organes mécanosensoriels, bien que les mémes facteurs soient présents
dans le neurone et la gaine, le réseau de régulation contrélant la détermination
neuronale ainsi que les interactions entre les différents facteurs sont totalement
différents.

En premier lieu, Esg n’est pas une cible de Pros. En effet une analyse clonale de la
perte de fonction pros montre que l'expression d’esg est similaire entre les organes
mutants et controles et, de surcroit, dans la cellule gaine, pros et esg sont exprimés en
méme temps. A l'inverse mes données montrent que la dynamique d’expression de pros
dans le neurone et la cellule gaine est affectée par la perte de fonction esg, indiquant que
Pros serait une cible d’Esg. En outre, bien que Pros controle 'identité gaine comme dans
les organes sensibles au CO2, c’est également un élément central de la détermination et
de la différenciation neuronale dans les organes mécanosensoriels. En effet, la perte de
fonction pros induit un défaut de l'acquisition de l'identité neuronale, notamment une

diminution de l'expression d’elav et nerfin-1, ainsi qu'une forte perturbation de la
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Figure 53 : Réseau d’interaction dans le neurone et la cellule gaine des organes
mécanosensoriels

Gauche : Dans le neurone, Esg controle I'expression de pros. A son tour, Pros active
'expression de elav et nerfin-1 et active la différenciation neuronale. Droite : Dans la
cellule gaine Esg contréle I'expression de pros. Celui-ci réprime I'expression d’elav et de
nerfin-1 et permet la différenciation de la cellule gaine.



différenciation neuronale. Finalement, bien que I'implication directe de Nerfin-1 dans la
détermination neuronale n’ait pas été analysée lors de mes travaux, un test d’interaction
génétique avec Esg suggere que ces facteurs ne collaborent pas pour initier la
différenciation neuronale.

En me basant sur ces observations, je propose un réseau de régulation dans lequel
Esg controle la dynamique d’expression de pros dans le neurone et la cellule gaine. A son
tour, dans le neurone, Pros assure l'initiation de la détermination neuronale via la
production de facteurs impliqués dans la différenciation neuronale comme elav et
nerfin-1. A l'inverse dans la gaine Pros réprimerait l'identité neuronale en réprimant
I'expression d’elav et nerfin-1 (Fig.53). De plus, il est intéressant de noter que
I'identification des cibles transcriptionnelle de Snail et Pros identifiées chez I'embryon
(Southall et Brand, 2009 ; voir aussi www.neuroblast.org) est en accord avec ce réseau
de régulation. En effet cette analyse montre d’'une part que pros est une cible de Snail (et
potentiellement d’Esg vu qu’ils possedent le méme site de fixation). D’autre part qu’elav
et nerfin-1 sont décrits comme des cibles de Pros (Southall et Brand, 2009). De plus, Esg
pourrait participer a la différenciation neuronale autrement qu’en régulant I’'expression
de pros. En effet, Robo, Slit et Futsch (respectivement deux facteurs de la guidance
axonale et une protéine du cytosquelette axonal) ont été identifiés comme des cibles
transcriptionnelles de Snail (Southall et Brand, 2009). Il serait nécessaire d’analyser si
ces facteurs participent a I'arborisation axonale dans les organes mécanosensoriels et si

leur expression est régulée par Esg.

Toutefois dans ce modele la place de miR-279 dans ce réseau de régulation est
moins évidente. En effet les données de perte et de gain de fonction sont contradictoires.
La perte de fonction miR-279 provoque la production de neurones ectopiques indiquant
un role de miR-279 comme répresseur de l'identité neuronale. A l'inverse sa
surexpression transforme le précurseur plllb en neurone, suggérant que miR-279 peut
promouvoir I'identité neuronale. Néanmoins comme je I'ai souligné dans les résultats, la
transformation de plllb en neurone pourrait étre du a une perte de la capacité
proliférative de plllb suite a la présence ectopique de miR-279 plutét qu’a une effet
direct de miR-279 sur I'identité neuronale. Mais en absence du profil d’expression de ce
miRNA, je ne peux pas conclure sur sa position dans le réseau de régulation contrélant la

détermination neuronale.
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Pour résumer, bien que les organes méchanosensoriels et les organes sensibles au
CO; expriment les mémes facteurs, la maniére dont ces facteurs interagissent pour

promouvoir la détermination neuronale est tres différente.

En conclusion de cette partie, bien que divers points nécessitent une analyse
supplémentaire, les résultats obtenus au cours de ma these ont contribué a mieux
comprendre les mécanismes sous-tendant 'acquisition de l'identité cellulaire dans les
organes mécanosensoriels de la drosophile. Mais, au dela du lignage des soies, ces
travaux ont également une portée plus générale sur les mécanismes contrélant la

détermination cellulaire au cours du développement.
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Discussion générale
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La compréhension des mécanismes controlant la mise en place de l'identité
neurale et neuronale dans le lignage des soies mécanosensorielles a été un point central
de mes travaux de these. Mes données conduisent néanmoins a s’interroger si les
mécanismes et les réseaux de régulation qui ont été identifiés ont une pertinence au
regard de la détermination cellulaire au cours du développement. En quoi Esg et Scrt
contribuent-ils a la mise en place de I'identité neurale pllb ? Comment la redondance
entre Esg et Scrt est-elle possible ? Qu'implique-t-elle pour I'étude du développement et
au niveau de I'évolution de la superfamille Snail ? Quelle est 'importance de l'interaction
entre Esg, Scrt et la voie Notch pour l'acquisition de l'identité cellulaire ? Comment des
facteurs peuvent-ils avoir des effets contradictoires sur le controle de l'identité
cellulaire, générant ainsi des types cellulaires opposés ? Cette section sera consacrée a

discuter de ces différents points.

I. Vers l'identification des déterminants cellulaires de l'identité pllb

Au cours de ces quatre années, I'objectif de mes recherches a été I'identification de
facteurs impliqués dans la détermination cellulaire, plus particulierement de l'identité
neurale dans les organes mécanosensoriels de la drosophile. Mes données montrent que
les facteurs de transcription Esg et Scrt, exprimés dans le sous-lignage neural des
organes mécanosensoriels, participent au maintien de I'identité du précurseur neurale
en empéchant une activation anormale de la voie Notch dans cette cellule. De plus Esg a
un role supplémentaire dans la régulation de la progression de la détermination
neuronale et de I'axonogenése. Méme si Esg et Scrt sont impliqués dans l'acquisition de
I'identité neurale et neuronale, peut-on réellement les définir comme des déterminants

cellulaires ? Comment s’inscrivent-ils dans le processus de détermination neuronale ?

1. (Re)Définition d’un déterminant cellulaire

Classiquement, un déterminant cellulaire est défini comme un facteur qui induit
une identité spécifique quand il est hérité par une cellule. Les facteurs codés par les
genes homéotiques sont des déterminants cellulaires au sens strict. La modification de
I'expression de ces facteurs conduit a une substitution d’'une région du corps par celle
d’'une autre région. Autrement dit ils sont nécessaires et suffisants a la mise en place
d’une identité spécifique d’'une population de cellules a l'origine des différents organes.
Un exemple bien connu est le gene homéotique antennapedia. Une perte de fonction de

ce gene provoque la conversion de la seconde paire de pattes en des antennes
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ectopiques (Struhl, 1981). A l'inverse, sa surexpression dans la région céphalique
conduit a la conversion des antennes en pattes. Mais cette définition de déterminants
cellulaires est assez stricte et concerne peu de facteurs.

Ainsi une définition un peu plus large énonce qu’'un déterminant cellulaire est un
facteur qui régule le destin cellulaire. Un exemple est celui de la protéine Numb. Dans les
organes mécanosensoriels, Numb est hérité de maniere différentielle a chaque division.
La perte de fonction numb induit la transformation du précurseur secondaire pllb en
plla (Rhyu et al., 1994). A I'inverse, une expression ectopique dans la cellule plla conduit
cette cellule a adopter l'identité pllb (Rhyu et al.,, 1994). Numb est donc nécessaire et
suffisant pour I'acquisition de I'identité pllb. Notamment, Numb empéche le recyclage de
Notch vers la membrane plasmique, prévenant ainsi I’activation de la voie Notch dans la
cellule pllb et sa transformation en plla (Frise et al, 1996; Santolini et al.,, 2000 ;
Couturier et al., 2013). Ceci indique d'une part que Numb ne contrdle pas directement
I'acquisition de l'identité pllb et d’autre part que celle-ci serait mise en place « par
défaut », en absence d’activation de la voie Notch. Une autre caractéristique de Numb est
que son action n’est pas restreinte aux précurseurs secondaires. En effet, lors de la perte
de fonction numb, les deux cellules plla ne génerent pas respectivement une soie et une
cellule socle comme attendu. Elles donnent naissance a deux cellules socles, indiquant
que Numb controle également I'identité des cellules filles de plla (Rhyu et al., 1994).

En se référant a la définition stricte d’'un déterminant cellulaire, Numb ne cadre
pas parfaitement. En effet, il n'induit pas 'acquisition d’'une seule identité cellulaire
spécifique et ne participe pas directement a la modification de I'expression des génes
inhérente a un changement d’identité mais il permet la mise en place d’'une identité
« par défaut ». Par contre, Numb est un régulateur du destin cellulaire, et donc bien un

déterminant cellulaire, méme si ce n’est pas au sens strict du terme.

Esg et Scrt rentrent-ils dans ces définitions de déterminants cellulaires?
Concernant Esg et lidentité neuronale, je pense qu’il est exclu qu’Esg soit un
déterminant de l'identité neuronale. En effet sa perte de fonction ne provoque pas une
absence de neurone mais juste un retard dans la progression de la détermination
neuronale. D’apres mes données, le facteur de transcription Pros correspondrait plus a
la définition de déterminant. Sa perte de fonction aboutit a une absence de

détermination du neurone mais également de la cellule gaine, suggérant que Pros
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pourrait étre un déterminant de l'identité neuronale mais également de l'identité gaine,
bien que ces deux fonctions soit assez contradictoires (voir plus loin).

Concernant Esg, Scrt et l'identité neurale pllb, la question est plus délicate.
Plusieurs caractéristiques sont en accord avec la définition d’'un déterminant cellulaire.
En effet une modification de leur expression induit dans les précurseurs secondaires des
phénotypes similaires a ceux observés avec Numb. La perte de fonction esg et scrt
provoque une transformation de la cellule pllb en plla. A I'inverse la surexpression d’un
seul de ces facteurs dans la cellule plla provoque sa transformation en cellule pllb. De
plus, contrairement a Numb, I'effet de I'action conjointe d’Esg et Scrt est spécifique des
précurseurs secondaires puisque je n’observe pas de modification de I'identité cellulaire
dans les cellules filles de plla et pllb.

Néanmoins, plusieurs points sont en contradictions avec les caractéristiques d’un
déterminant cellulaire classique. En considérant le profil d’expression d’Esg et Scrt, ils
ne sont pas présent au début de la vie de pllb. Une analyse in vivo a montré qu’Esg
apparait environ 30 minutes avant la division de pllb, soit bien apres que I'identité pllb
ait été spécifiée (I'identité pllb est mise en place environ 10 minutes apres la division de
pl, Remaud et al., 2008). Ainsi Esg et Scrt participent au maintien de I'identité pllb et pas
a la spécification de son identité, allant a I'encontre de la définition du déterminant
cellulaire. Finalement, un point important est qu’'Esg et Scrt agissent de maniére
redondante pour réguler l'identité pllb. Il faudrait donc les considérer comme des
déterminants cellulaires ensemble et pas individuellement.

Ainsi la question qui se pose est: est-ce que des facteurs redondants intervenant
dans le maintien d'une identité cellulaire peuvent étre considérés comme des
déterminants cellulaires ? In fine, la perte ou le gain de fonction esg/scrt aboutit a un
modification de I'identité des précurseurs secondaires. Ce sont donc des régulateurs du
destin cellulaire tout comme Numb. Je tendrais donc a considérer Esg et Scrt, agissant
ensemble, comme des déterminants de I'identité pllb au sens large du terme. J'ajouterais
méme que leur rbéle de déterminant d’Esg et Scrt étant limité aux précurseurs
secondaires, ils seraient méme des déterminants cellulaires plus spécifiques que Numb
dans les organes mécanosensoriels.

Ainsi Esg et Scrt définissent une nouvelle catégorie de déterminant cellulaire : des

facteurs qui, en agissant ensemble, permettent le maintien de 'identité cellulaire. De
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plus, cela inscrit la redondance comme un mécanisme supplémentaire de contrdle de

I'identité cellulaire.

2. Acquisition de l'identité du précurseur secondaire pllb

Ainsi Esg et Scrt sont des déterminants cellulaires. Néanmoins comment s’inscrive-

t-ils dans la machinerie contrélant 'acquisition de 'identité pllb ? Interagissent-ils avec
Numb, un autre déterminant de I'identité pllb ?
Concernant la relation entre Numb, Esg et Scrt, mes données montrent que la
localisation asymétrique de Numb n’est pas altérée dans un contexte de perte de
fonction esg/scrt. Or dans ce contexte, j'observe que la cellule pllb est transformée en
plla. Ceci indique que Numb n’est pas suffisant pour maintenir la non-activation de
Notch tout au long de la vie de la cellule pllb. Ainsi la mise en place de l'identité pllb
requiert une action coordonnée de ces trois facteurs: Numb agissant au début pour
initier la non-activation de la voie Notch dans la future cellule plIb puis plus tard Esg et
Scrt prennent le relai pour maintenir cette non-activation. Néanmoins ce modele sous-
entend un point important: 'acquisition de l'identité pllb serait mise en place « par
défaut » dans un contexte de non-activation de Notch.

Or I'expression d’esg et scrt est tardive mais également spécifique de I'identité pllb,
indiquant qu'un facteur spécifique de pllb a initié leur expression. De plus ce facteur
agirait indépendamment de la division cellulaire. En effet, en contexte d’inhibition de la
division de la cellule pl (et ou la cellule pl est transformée en pllb), esg et scrt
commencent a s’exprimer lorsque celle-ci acquiert I'identité pllb. Finalement, I'initiation
de l'expression d’esg et scrt dans la cellule pllb n’est pas dépendante d’une non-
activation de Notch, puisque dans la cellule pl la voie Notch n’est pas activée et pourtant
esg et scrt ne s’expriment pas. Tout ceci me conduit a envisager que la spécification de
I'identité pllb n’est pas un phénomene passif. Elle implique un ou des facteurs qui vont
mettre en place I'identité pllb et notamment activer I'expression d’esg et scrt.

Quel(s) facteur(s) ou quel mécanisme spécifie I'identité pllb et active I'expression
d’esg et scrt dans la cellule pllb ? Plusieurs possibilités non exclusives s’offrent a nous
quant a I'identité de ce facteur:

(i) L’expression d’Esg et Scrt serait contrdlée par un facteur temporel
spécifiant I'identité pllb. Les travaux de Pierre Fichelson montre que l'inhibition de la
division de la cellule pI provoque la transformation de la cellule pI en pllb (Fichelson et

al, 2004). L’hypothése concernant cette transformation est qu'un facteur de
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transcription temporel contrélant le passage vers l'identité pllb serait produit ou
dégradé au cours du temps. Ce facteur participerait a I'initiation de I'expression d’esg et
scrt.

(ii) Un miRNA, impliqué dans linhibition de l'identité pllb, réprimerait
I'expression d’esg et scrt. Les miRNA régule temporellement I'expression des genes et les
changement d’identité associé tout au long du développement (Revue par Ambros,
2011). Un miRNA pourrait donc contréler la progression de lidentité pllb et
I'expression d’esg et scrt. Ce miRNA serait présent dans la cellule pl et au début de la vie
de pllb. Sa disparition contribuerait a la spécification de l'identité pllb et a la dé-
répression de I'expression d’esg et scrt. Dans cette idée, j'ai cherché les miRNA connus
pour cibler les ARNm d’esg et scrt (analyse faite par TargetScanFly). Or je n’ai pas
identifié de miRNA commun régulant I'expression de ces deux génes. Ceci indiquant soit
que deux miRNA différents se coordonneraient pour réprimer l'expression d’esg et scrt
au méme moment, soit qu’esg et scrt sont régulés par un miRNA non décrit ou bien que
les miRNA ne sont pas impliqués dans ce processus.

(iii) Le ligand Delta serait la source d'une signal promouvant I'expression d’esg
et scrt. Dans le signal Eph-Ephrin, récepteurs et ligands sont respectivement la source
d’un signal classique et inverse. Il serait donc possible d’'imaginer que les ligands de
Notch puissent étre la source d’un signal inverse qui promouvrait I'identité pllb. En
effet, il a été montré dans des cellules neurales de souris en culture que la région
intracellulaire de Delta est clivée puis transloquée dans le noyau ou elle régule
I'expression de génes (Hiratochi et al., 2007). Ceci indique que le signal Notch pourrait
étre bi-directionnel chez les vertébrés. Chez la drosophile, Delta est également clivé mais
selon un mécanisme différent de celui des vertébrés (Delwig et al., 2006) méme si dans
les deux cas le clivage de Delta serait favoriser par sa liaison avec Notch (Hiratochi et al.,
2007 ; Delwig et al., 2006). Finalement, bien que chez la drosophile le clivage de Delta
n’'influence a priori pas l'identité cellulaire (Delwig et al., 2006), la surexpression du
domaine intracellulaire de Delta dans des cellules souches neurales de souris promeut
'acquisition de l'identité neuronale, indiquant qu'un signal inverse, ayant pour origine
Delta, pourrait étre impliqué dans la détermination cellulaire. La recherche d'un tel

mécanisme dans le lignage des soies serait intéressante.
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Fonction 1 Fonction 2
Protéine A Protéine B
B Maintenance des Détermination et

précurseurs secondaires différenciation neuronale

~

Scratch Escargot

Figure 54 : Modélisation de la relation de redondance entre Esg et Scrt

(A) Modélisation du maintien de la redondance entre deux protéines A et B de la méme
famille. Les protéines A et B sont issues d’'un événement de duplication et ont divergé. La
protéine A assure la fonction 1 et la protéine B la fonction 2. Néanmoins la protéine B
assure toujours la fonction 1 mais avec une efficacité moindre que B. L’épaisseur des
fleches représente l'efficacité des protéines a assurer une fonction. (B) Transposition du
modeéle a Esg et Scrt dans le lignage des soies mécanosensorielles.



En conclusion, l'identité pllb résulterait de l'action séquentielle de multiples
facteurs qui s’entrecroisent tout au long de la vie de pllb : peu aprés la division de pl,
Numb empéche 'activation de la voie Notch dans la cellule antérieure. Parallelement, Un
facteur promouvrait la spécification de I'identité pllb et activerait I'expression d’esg et
scrt. Finalement, Esg et Scrt, en agissant de maniere redondante, assurent le maintien de

cette identité avant la division de plIb.

Il. Redondance entre la famille Snail et la famille Scratch

La redondance peut étre définie comme la capacité de deux protéines proches a
assurer la méme fonction. Ainsi la présence d'un seul de ces facteurs est suffisante pour
compenser la perte de fonction de l'autre. Au cours de ma these, j’ai mis en évidence
qu'Esg et Scrt agissent de maniére redondante pour le maintien de l'identité du
précurseur secondaire pllb. Seule la déplétion conjointe de ces facteurs provoque une

modification de I'identité de cette cellule.

1. Redondance entre Escargot et Scratch dans le lignage des soies

mécanosensorielles
(1) Modélisation de la relation de redondance entre Esg et Scrt

La redondance entre protéines découle d’'un évenement de duplication produisant
deux copies d'un méme gene et donc deux protéines identiques. L’accumulation de
mutations au fil des générations entraine une divergence de ces deux protéines
identiques, qui potentiellement acquierent de nouvelles fonctions. Ainsi au cours du
temps, 'homologie de séquences entre les deux genes dupliqués diminuent et le
chevauchement de fonction des protéines paralogues disparait. Dans ce cas comment la
redondance peut-elle étre maintenue au cours de I’évolution?

Plusieurs hypothéses s’offre a nous mais je vais me concentrer sur une qui a
retenue particulierement mon attention par rapport a mes données (Cooke et al., 1997).
Dans cette hypothese, les deux genes homologues A et B divergent et acquierent chacun
une fonction spécifique (1 et 2 respectivement). Néanmoins la protéine B garde toujours
la capacité d’assurer la fonction 1 mais avec une efficacité moindre que la protéine A
(Fig.54A). Ainsi les protéines A et B assurent toutes deux la méme fonction et B assure
une fonction indépendamment de A. Puisque la protéine B est moins efficace que A pour

la fonction 1, la protéine A est maintenue. La fonction 2 étant assurée uniquement par la
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protéine B, celle-ci est également maintenue. Néanmoins si une mutation provoque une
perte de fonction du gene codant A, alors la protéine B compense cette déficience.
Maintenant si on transpose ce modeéle de redondance a mon analyse, alors j'identifierais
Scrt et Esg aux protéines A et B respectivement (Fig.54B). Toutes deux assurent la
maintenance de 'identité neurale dans le précurseur secondaire (fonction 1) mais Esg
assure également une fonction spécifique lors de la détermination neuronale (fonction
2). Il est intéressant de noter que cette transposition implique : (i) d'une part que Scrt
serait plus efficace qu’Esg pour maintenir 'identité plIb. Si un alléle nul esg a été utilisé
lors des analyses de perte de fonction, scrt a été étudié uniquement en contexte de
diminution de dose (hétéroallélique ou RNAi). Ceci pourrait en partie expliquer
pourquoi la fréquence d’apparition des transformations de pllb en plla lors de la perte
de fonction esg/scrt est relativement faible (16%). (ii) d’autre part que la fonction
ancestrale serait le maintien de l'identité précurseur via une interaction avec la voie
Notch alors que la régulation de la progression de la détermination neuronale serait la

fonction dérivée.
(2) Implication de ce modéle pour les organes mécanosensoriels

La voie Notch étant activée entre les cellules filles a chaque division, 'effet
redondant d’Esg et Scrt est-il généralisable au reste du lignage ? En effet, esg et scrt sont
co-exprimés dans toutes les cellules du sous-lignage interne issu de pllb. Ils pourraient
contrdler le maintien de la non-activation de la voie Notch dans les cellules filles de plIb.
Pourtant lors d’'une perte de fonction esg et scrt, dans les organes ou la transformation
de pllb en plla n’est pas effective, je n’ai jamais observé de transformation du neurone
en gaine, signe d'une activation anormale de la voie Notch dans le neurone. Ceci indique
que ces facteurs ne sont pas impliqués dans la maintenance de 'activation différentielle
de la voie Notch entre ces deux cellules. Comment I'action redondante d’Esg et Scrt est-
elle limitée aux précurseurs secondaires? De méme, comment Esg passe-t-il d’'une
action redondante avec Scrt dans le précurseur secondaire a une autre fonction qui lui
est propre lors de la détermination neuronale ?

Plusieurs hypotheses sont envisageables pour répondre a ces questions :

(i) L’action redondante d’Esg et Scrt pourrait dépendre de co-facteurs qui ne
seraient pas présents dans le neurone. En effet, Esg et Scrt n’interagissent pas avec les
mémes facteurs pour réprimer I'expression des genes. Alors qu’Esg interagit avec CtBP

ou Ebi, Scrt interagirait directement avec des histones déacéthylases (Revue par Nieto et
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al, 2002). Les partenaires de Scrt sont peut-étre présents uniquement dans le
précurseur pllb, expliquant que l'action redondante soit restreinte a cette cellule.
Alternativement il a été suggéré que l'action de Snail en tant que répresseur ou
activateur de I'expression des génes dépendrait des facteurs de transcription fixés a
proximité (Rembold et al., 2014). Ainsi les co-facteurs favorisant la redondance d’Esg et
Scrt pourraient étre spécifiques de la cellule pllb.

(ii) Esg et Scrt serait incapables d’interagir avec la voie Notch dans le neurone
et la gaine. L’hypothese de travail est qu’'Esg et Scrt maintiennent la non-activation de
Notch en réprimant I'expression des génes cibles de la voie. Or une des possibilités pour
expliquer cette interaction est qu'Esg et Scrt agissent sur la stabilité du complexe
répresseur contenant Su(H). Or, entre le neurone et la gaine, le signal Notch s’effectue
selon une voie non canonique indépendante de Su(H) (Nagel et al. 2000 ; Revue par
Andersen et al,, 2012). Dans ce cas Esg et Scrt ne seraient pas capables de modifier
I'expression des genes cibles de Notch dans ces cellules. Alternativement, les génes
cibles de la voie Notch changeants en fonction du type cellulaire, Esg et Scrt ne sont
peut-étre pas capables de réprimer I'expression des genes cibles spécifiques du neurone

et de la gaine.

Dans tous les cas, la transition d’'une action redondante d’Esg et Scrt a une fonction
propre a Esg semble étre dépendante de I'identité cellulaire et des co-facteurs présents.
Mon étude est la premiere observation qu’au sein d'un méme lignage, des facteurs de la
superfamille peuvent avoir d’'une part une action redondante et d’autre part une action
qui leur est propre. En effet ils sont considérés généralement comme ayant une action
redondante ou individuelle, mais il y n’a pas a ma connaissance d’exemple montrant les

deux dans le méme lignage cellulaire.

2. Redondance entre Escargot et Scratch dans d’autres systéemes
Des cas de redondance entre protéines de la famille Snail ont été observés a de
multiples reprises. Tout d’abord chez la drosophile, les trois protéines Snail, Esg et
Worniu agissent de maniére redondante lors de la division asymétrique des
neuroblastes (Ashraf et al.,, 1999 ; Ashraf et al,, 2001 ; Cai et al., 2001). Chez la souris,
Snal et SnaZ participent de maniere redondante au développement du tissu
cartilagineux (Murray et al., 2007) et Snal et Sna3 au développement du systeme

immunitaire (revue par Pioli et al, 2014). De méme, Scrtl et Scrt2 ont des fonctions
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chevauchantes lors de la formation du néocortex de la souris (Itoh et al., 2013). Mes
travaux sont la premiere observation d’'une redondance entre des protéines de la famille
Snail et de la famille Scratch, indiquant que les deux familles, méme évolutivement
distantes, conservent de fortes similitudes. En effet, bien que distants au niveau de la
région carboxyle, la région amine qui regroupe les domaines doigts de zinc permettant
la fixation sur 'ADN, reste tres conservée. Ainsi tous les membres de la superfamille
Snail peuvent se fixer sur les mémes séquences nucléotidiques et deux facteurs
n’appartenant pas a la méme famille peuvent donc réguler un méme groupe de genes.
Mais la redondance entre membre de la famille Snail et membre de la famille Scratch
est-elle spécifique des organes mécanosensoriels ou est-il possible d’envisager qu’elle
s’applique a d’autres systemes et d’autres espéces ?

Une redondance entre Esg et Scrt suppose que, comme dans les organes
mécanosensoriels, ces deux facteurs soient exprimés dans les mémes cellules en méme
temps. Mes expériences montrent que c’est le cas dans les organes chordotonaux du
systéme nerveux périphérique de l'embryon. De plus, Esg est impliqué dans
I'arborisation des axones du systéme nerveux périphérique des embryons et plus
particulierement des organes chordotonaux. Néanmoins, lors d’'une double perte de
fonction esg/scrt, je n’ai pas détecté de modifications de l'identité neurale. En effet le
nombre et la position des neurones des organes chordotonaux sont similaires a celle
d’'un embryon non mutant. Ces résultats suggerent que, pour ces organes bien que la
fonction d’Esg dans le contréle de la détermination neuronale soit conservée, celle d’Esg
et Scrt dans le maintien de 'identité neurale ne l'est pas. Toutefois esg et scrt ont des
profils d’expression similaires dans d’autres systémes, notamment dans les neuroblastes
larvaires et lors de la formation du disque d’ceil (Roark et al., 1995 ; Hughes et Thomas,
2007 et observations personnelles). Esg et Scrt pourraient donc avoir une fonction
redondante dans d’autres cellules neurales au cours du développement de la drosophile.

Au dela de la drosophile, la redondance entre membres de la famille Snail et de la
famille Scratch pourrait également jouer un roéle dans le développement des eucaryotes
supérieur. Lors du développement du néocortex de la souris, Snail et les facteurs
Scratch1/2 sont co-exprimés dans les progéniteurs neuraux de la zone ventriculaire
(Zander et al., 2014 ; Paul et al., 2012 ; Itoh et al,, 2013). Alors que Snail régule la survie,
la prolifération et la différenciation cellulaires de ces progéniteurs neuraux, les

protéines Scratch1/2 permettent la transition entre I'identité de progéniteur neuronal

109






intermédiaire et celle de neurone en cours de migration. Une action commune de ces
facteurs (respectivement orthologues d’Esg et Scrt) lors du développement du néocortex

de la souris est envisageable.

Pour résumer, lors du développement des cellules neurales chez la drosophile et
les Vertébrés, Esg et Scrt ou leur orthologues sont exprimés en méme temps dans une
méme population de cellules neurales, indiquant que la redondance entre ces facteurs

est possible dans d’autres tissus.

lll. Génération de la diversité cellulaire au cours du développement

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, la diversité cellulaire repose sur de
nombreux mécanismes de détermination qui s’entrecroisent tout au long du
développement. Mes données ont montré qu’Esg et Scrt contribuent a I’établissement de
la diversité cellulaire dans le lignage des soies. Mais en quoi contribuent-elles a la
compréhension générale des mécanismes de détermination cellulaire au cours du

développement ?

1. Maintien de l'activation différentielle de la voie Notch au cours du
développement : un niveau de régulation supplémentaire
L’activation différentielle de la voie Notch intervient dans de nombreux types
cellulaires au cours du développement et permet la mise en place d’identités cellulaires
distinctes entre cellules adjacentes. L'initiation de cette activation différentielle repose
sur une expression différentielle de facteurs de transcription (comme lors de la
formation de la frontiere dorso-ventrale), sur une variation stochastique de la
production de ligands et de récepteurs (comme lors de I'inhibition latérale) ou bien sur
la ségrégation asymétrique de facteurs qui interviennent dans le trafic intracellulaire du
ligand et du récepteur tels que Neuralized, Numb ou Sanpodo (comme dans les organes
mécanosensoriels). Mais, une fois I'activation différentielle de la voie Notch établie,
comment est-elle maintenue au cours du temps ?
Un mécanisme de maintien de I'activation différentielle de la voie Notch est la cis-
inhibition (revue par Del Alamo et al., 2011). Ligand et récepteur se cotoient a la surface
de la cellule émettrice et de la cellule réceptrice. Seul le ratio ligand/récepteur change

entre les deux types de cellules. La cis-inhibition assure, via une interaction directe
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entre ligands et récepteurs d’'une méme cellule, que la voie Notch ne soit pas activée
dans la cellule émettrice du signal. Dans la cellule émettrice, le ligand interagit avec le
récepteur, provoquant son endocytose, sa dégradation et empéchant ainsi une activation
ectopique du signal dans cette cellule. Réciproquement, dans la cellule réceptrice, le
récepteur interagit avec le ligand, provoquant son élimination de la membrane
plasmique et empéchant son interaction avec les récepteurs des cellules voisines. Ainsi,
par un jeu d’exclusion réciproque de la membrane plasmique, les ligands, les récepteurs
et le trafic intracellulaire participent au maintien de l'activation différentielle de la voie

Notch et empéchent une activation anormale.

Mes travaux de thése suggerent qu'un autre mécanisme de maintien de I'activation
différentielle de la voie Notch existe. Dans les organes mécanosensoriels, I'activation
différentielle de la voie Notch est assurée par la répartition asymétrique des facteurs
contrélant 'activité de la voie. Néanmoins ce mécanisme ne permet pas son maintien au
cours du temps. En effet, bien que la ségrégation asymétrique de Numb et Pon ne soient
pas altérées lors d’'une double perte de fonction esg et scrt, les cellules émettrices pllb
acquierent I'identité plla, indiquant que la voie Notch a été activée de maniére ectopique
dans ces cellules. Ainsi un niveau supplémentaire du maintien de Iactivation
différentielle de la voie Notch existe. Il passe par Esg et Scrt qui assurent le
«verrouillage » de la non-activation de Notch dans la cellule émettrice. Ces facteurs
réduisent la compétence des cellules a répondre a toute activité résiduelle de la voie
Notch.

Par ailleurs, il serait d’ailleurs intéressant de comprendre d’ou provient cette
activité résiduelle de la voie Notch. Le facteur Numb, présent tout au long de la vie de
pllb, régule l'endocytose du récepteur Notch et empéche son recyclage vers la
membrane plasmique (Frise et al., 1996 ; Santolini et al., 2000 ; Couturier et al., 2013).
Or les récepteurs Notch présents dans les vésicules intracellulaires peuvent étre clivés et
ainsi activer ectopiquement la voie (Vaccari et al., 2008). Ainsi il est possible d’envisager
que le mécanisme initiant l'activation différentielle de la voie Notch via le trafic
intracellulaire du récepteur soit la cause de 'activité résiduelle. Une autre possibilité
serait I'existence de fluctuations intrinseques de 'activité de la voie Notch, une sorte de

« bruit de fond » cellulaire conduisant a I'activation de la voie (Balazsi et al., 2011).
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En résumé, mes résultats ébauchent un nouveau mécanisme de maintien de
'activation différentielle de la voie Notch au cours du développement, nécessitant
I'intervention d’autres facteurs qui vont contrecarrer une fluctuation résiduelle de
'activité de la voie Notch. Il serait intéressant d’étudier ce phénoméne dans d’autres
lignages cellulaires ou divisions asymétriques et activation différentielle de la voie Notch
s’entrecroisent (comme le lignage intestinal, nerveux, des photorécepteurs et
musculaire). Cela permettrait de déterminer si ce nouveau mécanisme de maintien de
I'activation différentielle, et donc de l'identité cellulaire, est utilisé dans différents

systemes au cours du développement.

2. Ambivalence des facteurs régulant la détermination de lidentité

cellulaire : exemple du neurone et de la cellule gaine

La détermination cellulaire implique, en fonction de lidentité engagée, la
régulation spécifique de l'expression de genes participant a la différenciation. Cette
expression est majoritairement controlée par des facteurs de transcription. Pour chaque
identité cellulaire, il devrait donc étre possible de définir un « code moléculaire »
comprenant tous les facteurs de transcription exprimés dans cette cellule et qui
participent a l'acquisition de son identité. Toutefois un méme facteur, retrouvé dans
différents types cellulaires, peut avoir des effets contradictoires.

Par exemple le facteur de transcription OCT4 est impliqué d’'une part dans le
maintien de la pluripotence des cellules embryonaires et d’autre part dans leur
différenciation en cellule du trophectoderme ou du mésoderme (Niwa et al., 2000). Ces
différences dépendraient du niveau d’expression d’oct4 dans les cellules. Ceci n’est pas
sans rappeler mes observations montrant qu'une augmentation de la dose d’Esg dans les
organes mécanosensoriels induit une augmentation du nombre de divisions et une mort
cellulaire accrue, probablement via la régulation de l'expression de cibles non-
spécifiques. Ainsi les facteurs régulant l'identité cellulaire ont une action dose-
dépendante et le contrdle de leur niveau d’expression est essentiel pour I'acquisition de
I'identité cellulaire.

La détermination du neurone et de la cellule gaine des organes mécanosensoriels
est une parfaite illustration des systémes cellulaires ou des facteurs pouvent avoir un
effet contradictoire. Mes données montrent qu’Esg régule la progression de la
détermination neuronale via le controle de la dynamique d’expression de pros, codant
un effecteur clé de la détermination neuronale. Néanmoins Esg et Pros sont également
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présent dans la gaine, cellule sceur du neurone, ou ils contrélent la mise en place de son
identité. Comment deux facteurs, présents dans deux cellules sceurs, peuvent-ils aboutir
a la formation de deux cellules d’identité différente ?

Dans ce contexte, méme si un effet dose ne peut étre complétement exclu, d’autres
alternatives non exclusives permettraient d’expliquer ce phénomene :

(i) Des co-facteurs spécifiques de chaque identité modulerait I'action d’Esg et
Pros, leur conférant des capacités distinctes dans le neurone et dans la cellule gaine.
Sachant que Snail peut aussi bien étre activateur que répresseur de I'expression des
genes en fonction des facteurs présents a proximité de son site de fixation (Rembold et
al., 2014), il est possible d’envisager qu’Esg réprime ou active I'expression de pros en
fonction du contexte cellulaire. Pour Pros un mécanisme similaire pourrait étre
envisagé.

(ii) L’activation différentielle de la voie Notch entre le neurone et la gaine
entrainerait une variation dans les fonctions d’Esg et Pros. Dans le neurone, en absence
d’activation de la voie Notch, Esg et Pros promouvrait l'identité neuronale. A I'inverse,
I'activation de Notch dans la cellule gaine induirait la conversion d’Esg et Pros en
inhibiteurs de l'identité neuronale et en activateurs de l'identité gaine. Par ailleurs, la
voie Notch pourrait étre a I'origine de la production différentielle des co-facteurs d’Esg
et Pros énoncée plus haut.

(iii) L’organisation du génome pourrait étre différente entre le neurone et la
gaine. En effet il a été montré que la compétence des neuroblastes a produire certains
types cellulaires diminue avec le temps. Cette diminution dépendrait d’une
réorganisation du génome qui repositionnerait un ou des genes dont I'expression est
requise pour l'acquisition de ces identités dans une zone ou la transcription est inhibée
(Kohwi et al., 2013). Ainsi, en fonction du type cellulaire, Esg et Pros pourraient ne pas

avoir acces aux mémes genes cibles.

En résumé, la détermination du neurone est de la gaine implique des facteurs
communs qui vont avoir des effets ambivalents. Il est toutefois important de noter que
I'ambivalence de ces facteurs, plus particulierement celle de Pros, n’est pas limitée aux
organes mécanosensoriels.

En effet, tout au long du développement de la drosophile, Pros a un réle récurrent

dans la régulation des capacités prolifératives et dans la mise en place de l'identité
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neuronale. Dans les neuroblastes embryonnaires, I'’entrée de Pros dans le noyau est
suffisante pour induire la sortie du cycle cellulaire et la mise en place de I'identité GMC
(Shen et al., 1997). De plus, dans les neuroblastes larvaires, Pros est présent de maniére
transitoire au début de la vie des neurones nouvellement formés et comme dans les
organes mécanosensoriels, ce pic d’expression est essentiel a la détermination et a la
différenciation neuronale (Colonques et al., 2011). A l'inverse, dans les organes sensibles
au COg, Pros est exprimé uniquement dans la cellule gaine et inhibe la mise en place de
I'identité neuronale dans cette cellule (Hartl et al., 2011). De méme son orthologue
Prox1 a également des effets ambivalents lors du développement des mammiferes
(neurogenese du cortex, développement du foie, du coeur et du pancréas).

Concernant Esg, jusqu’a présent il n’a pas été décrit comme ayant un role
ambivalent dans d’autre systeme. Au contraire, il semble fréquemment requis pour
I'acquisition de l'identité neuronale et cette fonction semble conservée au cours de
I’évolution (Hartl et al,, 2011 ; Yang et al., 2010). Néanmoins, un effet opposé a celui
observé dans les organes sensoriels a été observé mais il implique un autre membre de
la famille Snail : Wornui. Dans les neuroblastes larvaires, Wor inhibe la différenciation
neuronale notamment en réprimant I'expression d’elav. Esg et Worniu étant proches au
point d’agir de maniere redondante dans les neuroblastes embryonnaires, cela pourrait
étre considéré comme un autre exemple d’ambivalence mais qui implique cette fois une

famille de protéine.

L’étude de la détermination neuronale dans les organes mécanosensoriels a
permis d’ouvrir de nouvelles perspectives sur des mécanismes plus généraux de
controle de l'identité cellulaire. Mais je pense que ce qui ressort de ces données est que
la complexité des interactions entre les facteurs de détermination ainsi que 'influence
de I'environnement cellulaire rendent tres difficile la compréhension des mécanismes
qui sous-tendent la diversité cellulaire. L’analyse de systémes cellulaires simples, tel que
le lignage aboutissant a la formation des soies, continuera d’apporter une nouvelle

vision des mécanismes de détermination cellulaire.
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Titre: Détermination neurale et neuronale: implication des protéines de la superfamille Snail dans
le lignage des soies mécanosensorielles chez la drosophile

L'engagement des cellules vers un destin donné, ou détermination cellulaire, est un
processus clé du développement. Quels sont les mécanismes qui sous-tendent la détermination
cellulaire ? Pour aborder cette question, nous utilisons le lignage des soies mécanosensorielles
de la drosophile. Dans ce lignage, la diversité des cellules résulte de l'activation différentielle de
la voie Notch ainsi que la ségrégation asymétrique de déterminants cellulaire a chaque division.
Cependant, comment la répétition d’'un méme mécanisme peut-elle étre a 'origine des destins
cellulaires différents ? D'autres facteurs doivent étre impliqués dans ce processus. Afin des les
identifier, mon intérét s’est porté sur les facteurs de transcription de la superfamille Snail,
connus pour étre impliqués dans la détermination cellulaire au cours du développement de la
drosophile.

Deux membres de cette superfamille, Escargot (Esg) et Scratch (Scrt) sont exprimés dans
le lignage des soies, en particulier dans les cellules neurales et leurs précurseurs. Des analyses
de perte et de gain de fonction indiquent qu’Esg et Scrt, agissant de maniére redondante, sont
nécessaires pour le maintien de l'identité du précurseur secondaire neural. Des tests
d’interaction génétique ont montré que ces facteurs agissent en interaction avec la voie Notch,
probablement via la répression de 'expression des genes cibles de la voie. De plus, Esg, mais pas
Scrt, a un role supplémentaire lors de la formation du lignage des soies. La perte de fonction de
ce facteur provoque un défaut de l'arborisation et de la croissance axonales. En outre,
'expression des génes impliqués dans la différenciation neuronale, tels que Elav et Prospero, est
altérée dans ce contexte, suggérant qu'Esg controle la différenciation neuronale en régulant
'expression de geénes clés de 'identité neuronale. Ensemble, mes résultats ont montré qu’Esg et
Scrt participent a la mise en place de la diversité cellulaire dans le lignage des soies de la
drosophile.

Title: Neural and neuronal determination: involvement of Snail superfamily proteins in Drosophila
bristle cell lineage

The commitment of cells to a given fate, or cell fate determination, is a key process in
development. Cell type diversity arises from variations in this process. What are the mechanisms
underlying cell determination and how is cell diversity achieved? In order to approach these
questions, we use the Drosophila mechanosensory bristle lineage. In this lineage, cell diversity
arises from the differential activation of the Notch pathway as well as the asymmetric
segregation of cell fate determinants at each division. However, how does the repetition of the
same mechanism trigger different cell fates? Other factors might be involved in cell fate
commitment. In order to identify such factors, I focused my interest on the transcription factor
of the Snail superfamily, known to be involved in cell determination during Drosophila
development.

Two members of this superfamily, escargot (esg) and scratch (scrt) are expressed in the
bristle lineage, specifically in the inner neural cells and their precursor cells. Loss and gain of
function analysis indicate that Esg and Scrt, acting redundantly, are necessary for the
maintenance of the neural secondary precursor cell identity. A genetics interaction test showed
that this role is achieved in interaction with the Notch pathway, probably through the repression
of Notch target genes expression. Moreover, Esg, but not Scrt, has an additional role during the
inner bristle cell formation. Loss of function of this factor induces a defect in neuronal
differentiation, specifically axon growth and patterning. Moreover, the expression of genes
involved in neuronal differentiation, such as elav and prospero, is impaired in this context.
Altogether, these data suggests that Esg is involved in neuronal differentiation by regulating the
expression of key neuronal genes. Together, my results showed that Esg and Scrt participate to
the establishment of cell diversity in Drosophila bristle cell lineage.



