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Résumé	
  

Les	
   cellules	
   souches	
   adultes	
   sont	
   des	
   cellules	
   non	
   différenciées,	
   essentielles	
   au	
   le	
  

renouvellement	
   constant	
   de	
   nos	
   tissus.	
   Elles	
   produisent	
   des	
   cellules	
   différenciées	
  

nécessaires	
  au	
  fonctionnement	
  de	
  nos	
  organes,	
  tout	
  en	
  maintenant	
  un	
  réservoir	
  de	
  cellules	
  

souches	
  dans	
  le	
  tissu.	
  Cet	
  équilibre	
  entre	
  prolifération	
  et	
  différentiation	
  cellulaire	
  est	
  crucial	
  

pour	
  le	
  maintien	
  d’un	
  état	
  constant	
  du	
  tissu	
  appelé	
  homéostasie	
  tissulaire.	
  	
  

Entre	
   identité	
   «	
  souche	
  »	
   et	
   différenciation	
  :	
   Quels	
   programmes	
   génétiques	
  

contrôlent	
  ces	
  états	
  ?	
  Cette	
  question	
  suscite	
  un	
  intérêt	
  majeur	
  tant	
  pour	
  la	
  recherche	
  dans	
  

le	
  domaine	
  des	
  cellules	
  souches	
  que	
  pour	
  les	
  perspectives	
  thérapeutiques	
  qui	
  en	
  découlent.	
  

Dans	
  cette	
  optique,	
  ce	
  travail	
  de	
  thèse	
  a	
  permis	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
  un	
  nouveau	
  rôle	
  du	
  

gène	
  spen	
  dans	
  le	
  contrôle	
  des	
  cellules	
  souches	
  intestinales	
  chez	
  Drosophila	
  melanogaster.	
  

Les	
  protéines	
  de	
   la	
   famille	
  SPEN	
  sont	
  conservées	
  au	
  cours	
  de	
   l’évolution	
   (Métazoaires,	
  

Plantes).	
  Elles	
  sont	
  impliquées	
  dans	
  des	
  processus	
  cellulaires	
  clés	
  comme	
  la	
  survie	
  cellulaire,	
  

la	
   différenciation	
   ou	
   encore	
   la	
   prolifération	
   cellulaire,	
   et	
   sont	
   associées	
   à	
   des	
   processus	
  

moléculaires	
   tels	
   que	
   la	
   régulation	
   transcriptionnelle	
   et	
   post-­‐transcriptionnelle	
   de	
  

l’expression	
  des	
  gènes.	
  Nous	
  avons	
  mis	
  en	
  évidence	
  qu’une	
  inactivation	
  du	
  gène	
  spen	
  est	
  à	
  

l’origine	
   d’une	
   accumulation	
   aberrante	
   des	
   cellules	
   souches	
   au	
   sein	
   de	
   l’intestin	
   de	
  

drosophile.	
  Ainsi,	
  en	
  combinant	
  des	
  techniques	
  de	
  génétique	
  et	
  d’analyses	
  in	
  vivo,	
  ce	
  travail	
  

montre	
   que	
   Spen	
   est	
   un	
   facteur	
   clé	
   du	
   processus	
   de	
   spécialisation	
   des	
   cellules	
   souches	
  

intestinales	
  et	
  de	
  la	
  régulation	
  de	
  leur	
  prolifération.	
  	
  

Ces	
   travaux	
   s’inscrivent	
   également	
   dans	
   l’effort	
   commun	
   de	
   compréhension	
   des	
  

programmes	
   génétiques	
   de	
   l’établissement	
   de	
   l’identité	
   cellulaire.	
   Ainsi,	
   la	
  mise	
   en	
   place	
  

d’un	
  protocole	
  de	
  purification	
  par	
  FACS	
  des	
  cellules	
  souches	
  et	
  de	
  leurs	
  cellules	
  filles,	
  associé	
  

à	
  un	
  séquençage	
  à	
  grande	
  échelle	
  des	
  ARN,	
  a	
  permis	
  de	
  mettre	
  à	
  jour	
  les	
  réseaux	
  de	
  gènes	
  

régulés	
   par	
   Spen	
   dans	
   les	
   cellules	
   souches.	
   Plus	
   généralement,	
   cette	
   étude	
   participe	
   à	
   la	
  

compréhension	
  de	
  la	
  fonction	
  moléculaire	
  des	
  protéines	
  de	
  la	
  famille	
  SPEN	
  dans	
  les	
  cellules	
  

souches	
  et	
  les	
  dérégulations	
  à	
  l’origine	
  des	
  pathologies	
  auxquelles	
  elles	
  sont	
  associées.	
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ADN	
  :	
  Acide	
  DésoxyriboAucléique	
  
AHS	
  :	
  «	
  After	
  heat	
  shock	
  »	
  
Anpt	
  :	
  «	
  Antennapedia	
  »	
  
apc	
  :	
  «	
  adenomatous	
  polyposis	
  coli	
  »	
  
At	
  :	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  
ARN	
  :	
  Acide	
  RiboNucléique	
  
ARNi	
  :	
  Acide	
  RiboNucléique	
  interférence	
  
ARNnc	
  :	
  Acide	
  RiboNucléique	
  non-­‐codant	
  
Ast	
  :	
  Allatostatine	
  
Bmp	
  :	
  «	
  Bone	
  morphogenetic	
  protein	
  »	
  
CBC	
  :	
  «	
  Crypt	
  basal	
  cell	
  »	
  
Ce	
  :	
  Caenorhabditis	
  elegans	
  
CSH	
  :	
  cellule(s)	
  souche(s)	
  hématopoiètique(s)	
  
CSI	
  :	
  cellule(s)	
  souche(s)	
  intestinale(s)	
  
DH	
  :	
  Hormones	
  Diurétiques	
  
DIDO-­‐1	
  :	
  «	
  Death	
  inducer-­‐obliterator	
  1	
  »	
  
DiLP3	
  :	
  «	
  Drosophila	
  Insulin-­‐like	
  peptide	
  3	
  »	
  
DIO	
  :	
  «	
  Death	
  inducer-­‐obliterator	
  »	
  
Dl	
  :	
  Delta	
  
Dm	
  :	
  Drosophila	
  melanogaster	
  	
  
Dpp	
  :	
  «	
  Decapentaplegic	
  »	
  
E(spl)-­‐C	
  :	
  Enhancer	
  of	
  split	
  complexe	
  
EB	
  :	
  Entéroblaste(s)	
  
EC	
  :	
  Entérocyte(s)	
  
EE	
  :	
  Entéroendocrine(s)	
  
EGF	
  :	
  «	
  Epidermal	
  Growth	
  Factor	
  »	
  
EK	
  :	
  Acide	
  Glutamique	
  et	
  Lysine	
  
EMS	
  :	
  Méthanesulfonate	
  d'éthyle	
  
esg	
  :	
  escargot	
  
FACS	
  :	
  «	
  Fluorescence	
  Activated	
  Cell	
  Sorter	
  »	
  
FGF	
  :	
  «Fibroblast	
  growth	
  factor	
  »	
  
GluR	
  :	
  Récepteur	
  au	
  glutamate	
  
GPI	
  :	
  Glycosyl-­‐phosphatidylinositol	
  
GPI-­‐AP	
  :	
  Protéine	
  liée	
  à	
  une	
  ancre	
  GPI	
  	
  
HDAC	
  :	
  Histone	
  Déacétylase	
  
HES	
  :	
  «	
  Hairy/Enhancer	
  of	
  split	
  »	
  
Hh	
  :	
  Hedgehog	
  	
  
Hm	
  :	
  Homo	
  sapiens	
  	
  
InR	
  :	
  «	
  Insuline	
  Receptor	
  »	
  
JAK	
  :	
  «	
  Janus	
  kinase	
  »	
  
JNK	
  :	
  «	
  c-­‐Jun	
  N	
  terminale	
  Kinase	
  »	
  
Lch	
  :	
  Neurone	
  chordotonal	
  latéral	
  
Lgr5	
  :	
  «	
  Leucine-­‐rich	
  repeat-­‐	
  containing	
  G	
  
protein-­‐coupled	
  receptor	
  5	
  »	
  
MAPK	
  :	
  «	
  Mitogen-­‐activated	
  protein	
  kinases	
  »	
  
miARN	
  :	
  micro	
  Acide	
  RiboNucléique	
  

MKL1	
  :	
  «	
  Megakaryoblastic	
  leukemia	
  1	
  »	
  
Mu	
  :	
  Mus	
  musculus	
  	
  
MV	
  :	
  Muscles	
  viscéraux	
  
NCoR	
  :	
  «	
  Nuclear	
  receptor	
  corepressor	
  »	
  
NECD	
  :	
  «	
  Notch	
  Extracellular	
  domain	
  »	
  
NICD	
  :	
  «	
  Notch	
  Intracellular	
  domain	
  »	
  
Neur	
  :	
  Neuralized	
  
NuRD	
  :	
  «	
  Nucleosome	
  Remodeling	
  Deacetylase	
  
complex	
  »	
  
PAR	
  :	
  «	
  Partitioning	
  defect	
  »	
  
pH3	
  :	
  phosphorylation	
  de	
  l’Histone	
  3	
  sur	
  la	
  
sérine	
  10	
  
PHD	
  :	
  «	
  Plant	
  Homeodomain	
  »	
  
PHF3	
  :	
  «	
  PHD	
  finger	
  protein	
  3	
  »	
  
Pi3k	
  :	
  «	
  Phospho-­‐inositide	
  3-­‐kinase	
  »	
  
PRC2	
  :	
  «	
  Polycomb	
  Repressor	
  Complexe	
  2	
  »	
  
Pros	
  :	
  Prospero	
  
PvR	
  :	
  «	
  Platelet-­‐derived	
  Growth	
  Factor-­‐Vascular	
  
Endothelial	
  Growth	
  Factor	
  Receptor-­‐related	
  »	
  
RBM15	
  :	
  «	
  RNA-­‐binding	
  motif	
  protein	
  15	
  »	
  
RBPID	
  :	
  «	
  RBP	
  interaction	
  domain	
  »	
  
RBPJ	
  :	
  «	
  recombination	
  signal	
  binding	
  protein	
  
for	
  immunoglobulin	
  k	
  J	
  region	
  »	
  
RE	
  :	
  Réticulum	
  Endoplasmique	
  
RID	
  :	
  «	
  nuclear	
  receptor	
  interaction	
  domain	
  »	
  
ROS	
  :	
  «	
  Reactive	
  Oxygen	
  Species	
  »	
  
RRM	
  :	
  «	
  RNA	
  Recognition	
  motifs	
  »	
  
Sc	
  :	
  Saccharomyces	
  cerevisiae	
  
SHARP	
  :	
  «	
  SMRT/HDAC1-­‐associated	
  repressor	
  
protein	
  »	
  
SMRT	
  :	
  «	
  silencing	
  mediator	
  for	
  retinoid	
  and	
  
thyroid	
  receptors	
  »	
  
Spen	
  :	
  Split	
  ends	
  
SPOC	
  :	
  «	
  Spen	
  paralog	
  and	
  ortholog	
  C-­‐terminal	
  »	
  
STAT	
  :	
  «	
  signal	
  transducer	
  and	
  activator	
  of	
  
transcription	
  »	
  
Su(H)	
  :	
  Suppressor-­‐of-­‐Hairless	
  
TFIIS	
  :	
  «	
  Transcription	
  factor	
  S-­‐II	
  domain	
  »	
  
Tk	
  :	
  Tachykinine	
  	
  
Upd3	
  :	
  Unpaired	
  3	
  
UTR	
  :	
  «	
  Untranslated	
  region	
  »	
  
Wg	
  :	
  wingless	
  
WTAP	
  :	
  «	
  Wilm’s	
  tumor	
  1	
  associated	
  protein	
  »	
  
Xist	
  :	
  «	
  X	
  Inactive	
  Specific	
  Transcript	
  »	
  
ZM	
  :	
  Zone	
  Marginale
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pourrait	
  avoir,	
  mais	
  aura	
  la	
  capacité	
  de	
  se	
  spécialiser	
  en	
  un	
  nombre	
  plus	
  ou	
  moins	
  varié	
  de	
  

types	
   cellulaires.	
   Compte	
   tenu	
   de	
   l’existence	
   d’un	
   degré	
   de	
   spécification	
   des	
   cellules,	
   le	
  

concept	
  de	
  cellule	
  souche	
  peut	
  également	
  être	
  perçu	
  comme	
  une	
  notion	
  relative,	
   intégrée	
  

dans	
   un	
   système	
  hiérarchisé	
   à	
   l’échelle	
   du	
   développement	
   d’un	
   individu	
   incluant	
   le	
   stade	
  

adulte.	
  Ainsi,	
  chaque	
  cellule	
  souche	
  peut	
  être	
  définie	
  selon	
  son	
  degré	
  de	
  potentialité,	
  c’est-­‐

à-­‐dire	
  sa	
  capacité	
  à	
  produire	
  un	
  nombre	
  plus	
  ou	
  moins	
  restreint	
  de	
  types	
  cellulaires	
  (fig.2).	
  »	
  

On	
   distingue	
   différentes	
   catégories	
   de	
   cellules	
   souches.	
   Les	
   cellules	
   souches	
  

totipotentes,	
  comme	
  par	
  exemple	
  la	
  cellule	
  œuf	
  et	
  les	
  cellules	
  blastomères1,	
  peuvent	
  former	
  

l’ensemble	
   des	
   cellules	
   d’un	
   être-­‐vivant	
   dont	
   les	
   tissus	
   extra-­‐embryonnaires.	
   Les	
   cellules	
  

souches	
  pluripotentes,	
  comme	
  les	
  cellules	
  souches	
  embryonnaires	
  sont	
  capables	
  de	
  former	
  

les	
  différents	
  tissus	
  d’un	
  organisme,	
  mais	
  ne	
  permettent	
  pas	
  de	
  générer	
  un	
  individu	
  entier.	
  

Enfin,	
  les	
  cellules	
  souches	
  multipotentes,	
  qui	
  ont	
  un	
  potentiel	
  davantage	
  restreint,	
  peuvent	
  

produire	
  qu’un	
  nombre	
  limité	
  de	
  types	
  cellulaires	
  issus	
  d’une	
  même	
  origine	
  embryonnaire.	
  

C’est	
   le	
   cas	
   par	
   exemple	
  de	
   la	
   plupart	
   des	
   cellules	
   souches	
   adultes.	
   Pour	
   finir,	
   les	
   cellules	
  

unipotentes	
   sont	
   des	
   cellules	
   au	
   potentiel	
   réduit	
   ne	
   pouvant	
   produire	
   qu’un	
   seul	
   type	
  

cellulaire,	
   comme	
   par	
   exemple	
   les	
   cellules	
   satellites	
   du	
   muscle	
   adulte	
   à	
   l’origine	
   des	
  

myoblastes,	
  précurseurs	
  des	
  fibres	
  musculaires	
  (fig.2).	
  

Ainsi,	
  à	
  partir	
  d’une	
  seule	
  et	
  unique	
  cellule,	
  un	
  organisme	
  entier	
  peut	
  être	
  généré	
  par	
  

une	
  succession	
  de	
  divisions	
  et	
  de	
  cascades	
  de	
  spécifications.	
  L’un	
  des	
  enjeux	
  de	
  la	
  recherche	
  

actuelle	
   sur	
   les	
   cellules	
   souches	
   est	
   de	
   comprendre	
   quels	
   programmes	
   construisent	
   et	
  

façonnent	
   les	
   individus	
   de	
   génération	
   en	
   génération.	
   S’agissant	
   des	
   applications	
  

thérapeutiques,	
  l’intérêt	
  est	
  de	
  pouvoir	
  remplacer	
  des	
  organes	
  ou	
  tissus	
  défectueux	
  par	
  de	
  

nouveaux	
  créés	
  in	
  vitro	
  et	
  compatibles	
  avec	
  l’individu	
  greffé.	
  L’un	
  des	
  meilleurs	
  exemples	
  de	
  

cet	
  accomplissement	
  est	
   la	
  greffe	
  de	
  peau	
  des	
  grands	
  brûlés	
  à	
  partir	
  d’épiderme	
  cultivé	
   in	
  

vitro.	
   La	
   reconstitution	
   des	
   structures	
   endodermiques	
   n’est	
   pas	
   encore	
   maîtrisée.	
   La	
  

production	
   in	
   vitro	
   d’organoïdes	
   (Lancaster	
   &	
   Knoblich,	
   2014)	
   à	
   partir	
   de	
   cellules	
  

pluripotentes	
   ou	
   de	
   progéniteurs	
   humains	
   et	
   murins,	
   a	
   permis	
   de	
   récapituler	
   différentes	
  

structures	
  de	
  l’intestin	
  (Sato	
  et	
  al,	
  2009;	
  Spence	
  et	
  al,	
  2011),	
  de	
  la	
  rétine	
  (Eiraku	
  et	
  al,	
  2011;	
  

Nakano	
   et	
   al,	
   2012)	
   ou	
   plus	
   récemment	
   du	
   cerveau	
   (Lancaster	
   et	
   al,	
   2013)	
   et	
   du	
   rein	
  

(Taguchi	
  et	
  al,	
  2014;	
  Takasato	
  et	
  al,	
  2014;	
  Xia	
  et	
  al,	
  2013).	
  Cette	
  avancée	
  offre	
  la	
  perspective	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
1	
  Un	
   blastomère	
   est	
   une	
   cellule	
   qui	
   dérive	
   des	
   premières	
   divisions	
   du	
   zygote	
   durant	
   le	
   développement	
  
embryonnaire.	
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d’une	
  reconstitution	
  d’organes	
  plus	
  complexes	
  in	
  vitro	
  et	
  un	
  nouveau	
  matériel	
  pour	
  l’étude	
  

pharmacologique	
  de	
  composés	
  chimiques.	
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Figure	
   3	
   Schématisation	
   des	
   mécanismes	
   du	
   contrôle	
   de	
   la	
   division	
   asymétrique	
   des	
   cellules	
  
souches.	
   (A)	
   Le	
   contrôle	
  de	
   la	
  division	
  asymétrique	
  par	
  des	
   facteurs	
  extrinsèques	
   issus	
  de	
   la	
  niche	
  
permet	
   le	
   maintien	
   de	
   l’identité	
   souche	
   de	
   la	
   cellule	
   fille	
   en	
   contact	
   avec	
   la	
   niche,	
   alors	
   que	
  
l’éloignement	
   de	
   la	
   seconde	
   cellule	
   fille	
   entraine	
   sa	
   spécification.	
   (B)	
   Le	
   mode	
   de	
   division	
  
asymétrique	
   peut	
   également	
   être	
   régulé	
   par	
   des	
   déterminants	
   intrinsèques.	
   Leur	
   répartition	
  
asymétrique	
  au	
   cours	
  de	
   la	
  division	
  détermine	
   le	
  destin	
  des	
   cellules	
   filles	
   avant	
   la	
   résolution	
  de	
   la	
  
division.	
  (Yadlapalli	
  &	
  Yamashita,	
  2012)	
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Le	
  concept	
  de	
  niche	
  	
  

L’environnement	
  des	
  cellules	
  souches	
  est	
  un	
  élément	
  crucial	
  à	
  leur	
  maintien	
  dans	
  les	
  

tissus.	
   Tout	
   changement	
   peut	
   influencer	
   leur	
   destin	
   (prolifération,	
   quiescence,	
  

spécification,…).	
  Le	
  concept	
  de	
  niche	
  est	
  un	
  exemple	
  du	
  control	
  local	
  de	
  cet	
  environnement.	
  

Il	
   peut	
   se	
   définir	
   comme	
   un	
   microenvironnement	
   local	
   (en	
   opposition	
   à	
   une	
   régulation	
  

globale	
  au	
  niveau	
  tissulaire	
  dit	
  systémique)	
  et	
  par	
  son	
  rôle	
  fonctionnel	
  dans	
  le	
  maintien	
  des	
  

cellules	
  souches	
  (fig.	
  3A)	
  (pour	
  revue,	
  voir	
  (Losick	
  et	
  al,	
  2011	
  ).	
  

Les	
   relations	
   entre	
   les	
   cellules	
   souches	
   et	
   leur	
   niche	
   peuvent	
   se	
   distinguer	
   de	
  

différentes	
   manières.	
   Certaines	
   cellules	
   souches	
   établissent	
   un	
   contact	
   direct	
   avec	
   leur	
  

niche.	
   C’est	
   le	
   cas	
   par	
   exemple	
   des	
   cellules	
   souches	
   germinales	
   de	
   drosophiles.	
   D’autres	
  

tissus	
  présentent	
  des	
  structures	
  qui	
  vont	
  mettre	
  en	
  place	
  un	
  environnement	
  signalétique	
  de	
  

maintien	
   de	
   l’état	
   souche	
   des	
   cellules	
   qu’elles	
   contiennent.	
   Ce	
   type	
   de	
   conformation	
   se	
  

retrouve	
  par	
  exemple	
  au	
  niveau	
  des	
  cryptes	
  de	
  l’épithélium	
  intestinal	
  de	
  mammifères.	
  Bien	
  

qu’une	
  interaction	
  directe	
  ou	
  juxtacrine	
  entre	
  la	
  cellule	
  souche	
  et	
  ses	
  cellules	
  voisines	
  soit	
  un	
  

cas	
   de	
   figure	
   répandue,	
   la	
   niche	
   est	
   définie	
   par	
   son	
   rôle	
   dans	
   le	
   maintien	
   des	
   cellules	
  

souches,	
  et	
  non	
  comme	
  simple	
  interaction	
  physique.	
  Pourra	
  ainsi	
  être	
  considéré	
  comme	
  une	
  

niche,	
  tout	
  groupement	
  de	
  cellules	
  proximal	
  ou	
  distal	
  défini,	
  impliqué	
  dans	
  le	
  maintien	
  local	
  

de	
   cellules	
   souches.	
   Cette	
   capacité	
   de	
   contrôle	
   à	
   distance	
   a	
   notamment	
   été	
   bien	
   décrite	
  

dans	
  la	
  régulation	
  des	
  cellules	
  souches	
  du	
  follicule	
  pileux.	
  

	
  

Les	
  cellules	
  germinales	
  de	
  drosophile	
  :	
  le	
  contrôle	
  d’une	
  division	
  orientée	
  

L’importance	
   du	
   microenvironnement	
   dans	
   le	
   contrôle	
   du	
   devenir	
   des	
   cellules	
  

souches	
   a	
   notamment	
   pu	
   être	
   mis	
   en	
   évidence	
   grâce	
   à	
   l’étude	
   des	
   cellules	
   souches	
  

germinales	
  de	
  drosophile	
   (Kiger	
  et	
  al,	
  2001;	
  Tran	
  et	
  al,	
  2000;	
  Xie	
  &	
  Spradling,	
  1998;	
  Xie	
  &	
  

Spradling,	
  2000).	
  Il	
  a	
  permis	
  de	
  valider	
  le	
  concept	
  de	
  niche	
  (pour	
  revue	
  :	
  Losick	
  et	
  al,	
  2011)	
  

proposé	
  vingt	
  ans	
  plus	
  tôt	
  par	
  R.	
  Schofield	
  (Schofield,	
  1978).	
  Les	
  cellules	
  souches	
  de	
  la	
  lignée	
  

germinale	
   de	
   drosophile	
   produisent	
   des	
   gamètes	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   vie	
   adulte.	
   Elles	
   sont	
   en	
  

contact	
  direct	
  avec	
  une	
  structure	
  physique	
  de	
  cellules	
  somatiques	
  nécessaires	
  au	
  maintien	
  

de	
   leur	
   état	
   non-­‐différencié.	
   Cette	
   interaction	
   permet	
   également	
   la	
   polarisation	
   de	
   ces	
  

cellules.	
  Par	
  exemple,	
  une	
  orientation	
  du	
  fuseau	
  mitotique	
  perpendiculaire	
  à	
  l’interface	
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III. Les	
  cellules	
  souches	
  dans	
  leur	
  contexte	
  tissulaire	
  et	
  environnemental.	
  
	
  

Du	
   fait	
   de	
   sa	
   constante	
   exposition	
   à	
   un	
   nombre	
   important	
   de	
   microorganismes,	
  

l’intestin	
   de	
   drosophile	
   est	
   l’un	
   des	
   modèles	
   phares	
   de	
   l’étude	
   des	
   interactions	
   hôtes-­‐

pathogènes	
   (Lemaitre	
   &	
   Hoffmann,	
   2007).	
   La	
   mise	
   en	
   évidence	
   des	
   cellules	
   souches	
  

intestinales	
   a	
   permis	
   d’associer	
   à	
   cette	
   réponse	
   systémique,	
   des	
   mécanismes	
   de	
   la	
  

réparation	
  tissulaire,	
  et	
  ainsi	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
  les	
  réponses	
  tissulaires	
  mises	
  en	
  place	
  

lors	
   d’une	
   infection,	
   et	
   plus	
   généralement	
   en	
   réponse	
   à	
   un	
   stress	
   causant	
   un	
   dégât	
  

important	
  dans	
  l’épithélium	
  comme	
  une	
  mort	
  cellulaire	
  massive.	
  En	
  d’autres	
  termes,	
  cela	
  a	
  

ouvert	
   un	
   champ	
   d’investigation	
   qui	
   vise	
   à	
   comprendre	
   comment	
   les	
   cellules	
   souches	
  

intestinales	
  sont	
  sollicitées	
  pour	
  assurer	
  le	
  maintien	
  de	
  l’intégrité	
  tissulaire.	
  

	
  

L’appareil	
  digestif	
  de	
  drosophile,	
  une	
  organisation	
  simple	
  mais	
  structurée	
  

	
  

L’appareil	
  digestif	
  de	
  drosophile	
  peut	
  être	
  divisé	
  en	
  trois	
  parties	
  distinctes	
  le	
  long	
  de	
  

son	
   axe	
   antéro-­‐postérieur	
  :	
   l’intestin	
   antérieur	
   («	
  Foregut	
  »),	
   moyen	
   («	
  Midgut	
  »)	
   et	
  

postérieur	
   («	
  Hindgut	
  »)	
   (Lemaitre	
   &	
   Miguel-­‐Aliaga,	
   2013)	
   (fig.10).	
   Connecté	
   en	
   son	
  

extrémité	
   antérieure	
   à	
   la	
   cavité	
   buccale	
   (ou	
  proboscis)	
   et	
   aux	
   glandes	
   salivaires,	
   l’intestin	
  

antérieur	
  est	
  composé	
  du	
  Jabot,	
  lieu	
  de	
  stockage	
  des	
  aliments	
  ingérés,	
  et	
  de	
  l’Œsophage	
  (ou	
  

proventriculus)	
   dont	
   la	
   fonction	
   peut	
   être	
   assimilée	
   à	
   celle	
   de	
   l’estomac	
   chez	
   les	
  

mammifères.	
   L’intestin	
   postérieur	
   est	
   relié	
   au	
   rectum	
  :	
   lieu	
  de	
   sécrétion	
  des	
   aliments	
   non	
  

assimilés	
   par	
   l’organisme,	
   et	
   aux	
   tubes	
   de	
   Malpighi.	
   Ces	
   derniers	
   ont	
   une	
   fonction	
  

importante	
  dans	
   le	
  maintien	
  de	
   l’homéostasie	
   ionique	
  des	
   fluides	
  circulatoires	
   internes	
  de	
  

l’individu	
  (hémolymphe),	
  et	
  peuvent	
  être	
  comparés	
  au	
  système	
  rénal	
  des	
  mammifères.	
  	
  

L’intestin	
   moyen	
   que	
   nous	
   appellerons	
   par	
   la	
   suite	
   «	
  intestin	
  »	
   pour	
   plus	
   de	
  

simplicité,	
   est	
   l’équivalant	
   de	
   l’intestin	
   grêle	
   chez	
   les	
   mammifères.	
   Comme	
   son	
   nom	
  

l’indique,	
  il	
  sépare	
  l’intestin	
  antérieur	
  du	
  postérieur	
  et	
  est	
  le	
  lieu	
  principal	
  de	
  la	
  digestion.	
  Il	
  

est	
   lui	
  même	
  physiquement	
  segmenté	
  en	
  trois	
  parties	
  majeures	
  :	
  une	
  région	
  antérieure	
  et	
  

postérieure	
  séparées	
  d’une	
  zone	
  intermédiaire	
  composée	
  de	
  cellules	
  Cu2+	
  au	
  pH	
  très	
  acide	
  

(pH	
  <	
  3).	
  Constitué	
  d’un	
  mono-­‐épithélium	
  pseudo-­‐stratifié,	
   il	
   est	
  entouré	
  d’une	
  couche	
  de	
  

muscles	
   viscéraux	
   dont	
   les	
   contractions	
   permettent	
   le	
  mouvement	
   des	
   aliments	
   présents	
  

dans	
  la	
  lumière	
  intestinale	
  (au	
  niveau	
  apicale	
  de	
  l’épithélium)	
  vers	
  le	
  rectum,	
  et	
  est	
  protégé	
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Figure	
  10.	
  Organisation	
  structurelle	
  de	
  l’intestin	
  moyen	
  de	
  drosophile.	
  (A).	
  Le	
  système	
  digestif	
  est	
  
connecté	
  en	
  son	
  extrémité	
  antérieure	
  à	
   la	
  bouche,	
  aux	
  glandes	
   salivaires	
   (non	
   représentées)	
  et	
  au	
  
jabot.	
   Il	
   se	
   prolonge	
   jusqu’à	
   l’intestin	
   antérieur	
   composé,	
   entre	
   autres,	
   de	
   l’œsophage.	
   Ce	
   dernier	
  
aurait	
   une	
   fonction	
   similaire	
   à	
   celle	
   de	
   l’estomac.	
   L’appareil	
   digestif	
   est	
   également	
   composé	
   d’un	
  
intestin	
   moyen	
   et	
   d’un	
   intestin	
   postérieur.	
   L’intestin	
   moyen	
   de	
   drosophile	
   est	
   segmenté	
   en	
   trois	
  
parties	
  majeures	
  :	
  une	
  région	
  antérieure	
  (rouge),	
  une	
  région	
  intermédiaire	
  (vert)	
  qui	
  inclut	
  une	
  zone	
  
composée	
   de	
   cellules	
   Cu2+	
   au	
   pH	
   très	
   acide	
   (pH	
   <	
   3),	
   et	
   une	
   région	
   postérieure	
   (bleu).	
   (B)	
   Image	
  
confocale	
  d’un	
   intestin	
  de	
  drosophile	
   (Photo	
  de	
  C.	
  Fons)	
  et	
  de	
  sa	
  section	
  transversale	
   (Photo	
  de	
  A.	
  
Bardin)	
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de	
   l’environnement	
  extérieur	
  par	
  une	
  matrice	
  non-­‐cellulaire	
  essentiellement	
  composée	
  de	
  

chitine	
   et	
   glycoprotéines	
  :	
   la	
   membrane	
   péritrophique.	
   Cet	
   épithélium	
   ne	
   présente	
  

cependant	
  pas	
  de	
  compartimentation	
  structurelle	
  comme	
  son	
  homologue	
  mammifère	
  qui	
  se	
  

distingue	
   par	
   la	
   présence	
   de	
   cryptes	
   de	
   Lieberkühn	
   où	
   sont	
   maintenues	
   les	
   progéniteurs	
  

intestinaux.	
  	
  

	
  
Les	
   cellules	
   souches	
   intestinales	
   de	
   drosophile	
   sont	
   localisées	
   au	
   niveau	
   basal	
   de	
  

l’épithélium,	
  proche	
  des	
  muscles	
  viscéraux,	
  et	
  sont	
  réparties	
  de	
  manière	
  homogène	
  le	
  long	
  

du	
  tissu	
  (fig.	
  7A,	
  10)	
  (Marianes	
  &	
  Spradling,	
  2013).	
  Différentes	
  subdivisions	
  ont	
  néanmoins	
  

été	
   établies	
   selon	
   des	
   critères	
   morphologiques,	
   histologiques	
   et	
   génétiques	
   comme	
  

l'expression	
   régionalisée	
   de	
   facteurs	
   de	
   transcriptions	
   (Buchon	
   et	
   al,	
   2013	
  ;	
   Marianes	
   &	
  

Spradling,	
  2013),	
  ce	
  qui	
  ajoute	
  une	
  complexité	
  supplémentaire	
  à	
  l’organisation	
  fonctionnelle	
  

de	
  l’organe	
  intestinal.	
  Par	
  exemple,	
  l'expression	
  d’enzymes	
  digestives	
  spécifiques,	
  restreinte	
  

à	
  certaines	
  régions	
  de	
   l'intestin	
  moyen	
  d’une	
  part,	
  et	
   la	
  présence	
  de	
  transitions	
  strictes	
  du	
  

taux	
  d'acidité	
  local	
  à	
  la	
  lumière	
  intestinale	
  entre	
  chaque	
  région	
  d’autre	
  part,	
  définissent	
  ces	
  

zones	
   intestinales	
   comme	
   des	
   unités	
   fonctionnelles	
   assurant	
   la	
   digestion	
   progressive	
   des	
  

nutriments	
  le	
  long	
  du	
  transit	
  intestinal.	
  La	
  partie	
  antérieure	
  de	
  l'intestin	
  moyen	
  est	
  associée	
  

à	
  la	
  dégradation	
  des	
  macromolécules	
  (amidon,	
  gras,	
  protéine)	
  et	
  corrèle	
  avec	
  l'expression	
  de	
  

gènes	
  de	
  la	
  réponse	
  immunitaire,	
  alors	
  que	
  la	
  partie	
  postérieure	
  est	
  associée	
  à	
  l'assimilation,	
  

dégradation	
  et	
  transport	
  des	
  nutriments	
  (Buchon	
  et	
  al,	
  2013	
  ;	
  Marianes	
  &	
  Spradling,	
  2013).	
  

Ces	
  régions	
  sont	
  établies	
  au	
  cours	
  des	
  deux	
  premiers	
  jours	
  après	
  éclosion	
  de	
  la	
  vie	
  adulte	
  de	
  

drosophile	
  et	
  restent	
  établies	
  malgré	
  les	
  stress	
  environnementaux	
  telles	
  que	
  les	
  restrictions	
  

nutritives	
  ou	
   les	
   infections.	
   Elles	
   sont	
  néanmoins	
  affectées	
  avec	
   les	
  effets	
   liés	
   à	
   l'âge	
   telle	
  

que	
  l’augmentation	
  des	
  dérivés	
  réactifs	
  de	
  l’oxygène	
  (Buchon	
  et	
  al,	
  2013).	
  

La	
   présence	
   de	
   ces	
   subdivisions	
   est	
   essentielle	
   pour	
   le	
   maintien	
   de	
   l'homéostasie	
  

générale	
   du	
   tissu.	
   En	
   effet,	
   une	
   perturbation	
   génétique	
   de	
   cette	
   régionalisation	
   par	
  

l'inactivation	
   des	
   gènes	
   spécifiques	
   à	
   chaque	
   région,	
   est	
   assimilée	
   à	
   un	
   stress	
   tissulaire,	
  

comme	
   le	
   suggère	
   le	
   déclenchement	
   d'une	
   réponse	
   immunitaire	
   :	
   expression	
   de	
   peptides	
  

antibactériens	
  et	
  augmentation	
  de	
  la	
  prolifération	
  des	
  cellules	
  souches	
  (Buchon	
  et	
  al,	
  2013).	
  

En	
  plus	
  d'une	
   fonctionnalité	
  physiologique	
  et	
  digestive	
  différentielle,	
  chaque	
  région	
  

peut	
  être	
  caractérisée	
  par	
  un	
  état	
  homéostatique	
  spécifique,	
  d'un	
  point	
  de	
  vue	
  du	
  taux	
  de	
  

prolifération	
  des	
  cellules	
  souches	
  qu'elle	
  contient	
  ou	
  de	
  la	
  production	
  de	
  chaque	
  type	
  de	
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également	
   l’importance	
   d’établir	
   des	
   phénotypes	
   non	
   ambigus	
   dans	
   la	
  mise	
   en	
   place	
   des	
  

cribles.	
  

Un	
   paramètre	
   important	
   à	
   noter	
   est	
   que,	
   du	
   fait	
   de	
   l’expression	
   globale	
   des	
   ARNi	
  

dans	
   toutes	
   les	
   cellules	
   souches	
   et	
   progéniteurs	
   à	
   l’échelle	
   du	
   tissu,	
   cette	
   approche	
   ne	
  

permet	
   pas	
   de	
   distinguer	
   entre	
   une	
   réponse	
   tissulaire	
   (non-­‐autonome)	
   ou	
   propre	
   à	
  

l’inactivation	
  cellulaire	
   (autonome)	
  et	
  est	
  davantage	
  sujet	
  aux	
  variations	
  tissulaires.	
  Elle	
  ne	
  

permet	
   également	
   pas	
   l’identification	
   de	
   nouveaux	
   gènes	
   ou	
   d’éléments	
   régulateurs	
   non-­‐

codant	
  et	
  est	
  dépendante	
  de	
  la	
  disponibilité	
  et	
  de	
  l’efficacité	
  des	
  transgènes	
  ARNi	
  utilisés.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  
Figure	
  13.	
  Phénotypes	
  criblés	
  par	
  A.	
  Bardin	
  lors	
  du	
  crible	
  génétique	
  issue	
  d’une	
  mutagénèse	
  non-­‐
dirigée.	
  88	
  allèles	
  mutants	
  ont	
  pu	
  être	
  répartis	
  selon	
  les	
  phénotypes	
  suivants	
  :	
  1)	
  une	
  accumulation	
  
de	
  cellules	
  diploïdes,	
  potentiellement	
  associées	
  à	
  un	
  défaut	
  de	
  spécification	
  des	
  cellules	
  souches	
  et	
  
de	
  différentiation	
   terminale,	
  2)	
  une	
  accumulation	
  de	
  cellules	
  diploïdes	
  avec	
   la	
  présence	
  de	
  noyaux	
  
polyploïdes,	
  suggérant	
  un	
  défaut	
  de	
  spécification	
  des	
  cellules	
  souches	
  et	
  3)	
  des	
  cellules	
  polyploïdes	
  
isolées,	
  reflétant	
  une	
  perte	
  de	
  cellules	
  souches	
  par	
  spécification.	
  (Adaptée	
  des	
  résultats	
  de	
  la	
  thèse	
  
de	
  C.	
  Perdigoto	
  2011).	
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(ii)	
  Un	
  phénotype	
  associé	
  à	
  une	
  mutation	
  :	
  à	
  la	
  recherche	
  d’un	
  gène	
  

Une	
  seconde	
  stratégie	
  est	
  d’induire	
  des	
  mutations	
  au	
  hasard	
  dans	
   le	
  génome	
  et	
  de	
  

cribler	
   les	
   phénotypes	
   associés.	
   Dans	
   cette	
   optique,	
   Allison	
   Bardin	
   (Perdigoto	
   C.,	
  

Schweisguth	
  F.,	
  Bardin	
  A.,	
  non	
  publié)	
  a	
  mis	
  en	
  place	
  une	
  mutagénèse	
  non	
  dirigée	
  par	
  agent	
  

chimique	
   (EMS,	
   pour	
  Méthanesulfonate	
   d'éthyle),	
   suivi	
   d’un	
   crible	
   de	
   seconde	
   génération	
  

des	
   phénotypes	
   associées	
   aux	
  mutations	
   non	
   identifiées,	
   localisées	
   sur	
   le	
   bras	
   gauche	
   du	
  

chromosome	
   II.	
  Ceci	
  en	
  utilisant	
   la	
   technique	
  de	
  MARCM	
  (Lee	
  &	
  Luo,	
  1999)	
  permettant	
   la	
  

mise	
  en	
  évidence	
  de	
  phénotypes	
  liés	
  à	
  des	
  mutations	
  récessives,	
  létales	
  à	
  l’état	
  homozygote,	
  

affectant	
   les	
   cellules	
   souches	
   intestinales	
   in	
   vivo.	
   88	
   lignées	
   mutantes	
   réparties	
   en	
   trois	
  

groupes	
  de	
  phénotypes	
  distincts	
  associés	
  à	
  une	
  dérégulation	
  de	
   l’homéostasie	
  des	
  cellules	
  

souches	
  de	
  l’intestin	
  ont	
  ainsi	
  pu	
  être	
  identifiés	
  (fig.13).	
  

1) une	
  accumulation	
  de	
  cellules	
  diploïdes,	
  potentiellement	
  associées	
  à	
  un	
  défaut	
  de	
  

spécification	
  des	
  cellules	
  souches	
  et	
  de	
  différentiation	
  terminale,	
  

2) une	
  accumulation	
  de	
  cellules	
  diploïdes	
  avec	
   la	
  présence	
  de	
  noyaux	
  polyploïdes,	
  

suggérant	
  un	
  défaut	
  de	
  spécification	
  des	
  cellules	
  souches,	
  

3) des	
   cellules	
   polyploïdes	
   isolées,	
   reflétant	
   une	
   perte	
   de	
   cellules	
   souches	
   par	
  

spécification.	
  

A	
   l’issu	
   de	
   ce	
   crible,	
   12	
   groupes	
   de	
   complémentations	
   et	
   donc	
   	
   des	
   mutations	
  

associés	
  à	
  12	
  gènes	
  ont	
  pu	
  être	
  isolés.	
  Au	
  final,	
  deux	
  allèles	
  du	
  gène	
  gmd	
   impliqué	
  dans	
  la	
  

régulation	
  post-­‐traductionnelle	
  du	
  récepteur	
  Notch	
  (Perdigoto	
  et	
  al,	
  2011),	
  1	
  allèles	
  du	
  gène	
  

kismet	
  codant	
  un	
  facteur	
  de	
  modification	
  de	
  la	
  chromatine	
  (Gervais	
  et	
  al,	
  en	
  préparation),	
  et	
  

deux	
  allèles	
  du	
  gène	
  split-­‐ends/spen	
  codant	
  une	
  protéine	
  de	
  liaison	
  à	
  l’ARN	
  potentielle,	
  ont	
  

entre	
  autres	
  pu	
  être	
  identifiés	
  (Andriatsilavo	
  et	
  al,	
  en	
  préparation).	
  	
  

Bien	
   que	
   génératrice	
   de	
   nouveaux	
   allèles	
  mutants,	
   cette	
   démarche	
   ne	
   permet	
   pas	
  

l’établissement	
  rapide	
  d’un	
  catalogue	
  à	
  grande	
  échelle	
  de	
  gènes	
  dont	
  la	
  perturbation	
  serait	
  

associée	
  à	
  un	
  phénotype	
  donné.	
  Cette	
  approche	
  a	
  cependant	
  l’avantage	
  de	
  mettre	
  en	
  avant	
  

la	
  fonction	
  autonome	
  des	
  gènes	
  identifiés	
  à	
  travers	
  l’identification	
  de	
  phénotypes	
  distincts.	
  

Elle	
   permet	
   également	
   de	
   s’affranchir	
   en	
   partie	
   de	
   nos	
   connaissances	
   sur	
   la	
   fonction	
   des	
  

gènes	
   dans	
   l’étape	
   de	
   crible	
   et	
   ainsi	
   d’analyser	
   le	
   phénotype	
   d’allèles	
   que	
   nous	
   n’aurions	
  

peut-­‐être	
   pas	
   testés	
   au	
   premier	
   abord.	
   C’est	
   le	
   cas	
   du	
   gène	
   split-­‐ends,	
   dont	
   l’implication	
  

dans	
   la	
   régulation	
   des	
   cellules	
   souches	
   intestinales	
   de	
   drosophile	
   est	
   le	
   sujet	
   de	
   cette	
  

présente	
  étude.	
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   Ce	
  rôle	
  de	
  Spen	
  dans	
   la	
  survie	
  cellulaire	
  au	
  cours	
  du	
  développement	
  neural	
  semble	
  

être	
  conservé	
  chez	
   les	
  mammifères.	
  En	
  effet,	
  une	
   invalidation	
  génétique	
  conditionnelle	
  du	
  

gène	
  mint	
  (homologue	
  murin	
  de	
  spen)	
  dans	
  le	
  système	
  nerveux,	
  au	
  cours	
  du	
  développement	
  

chez	
   la	
   souris,	
   révèle	
   une	
   hypoplasie	
   du	
   cerveau	
   adulte	
   associée	
   à	
   un	
   retard	
   général	
   de	
  

croissance	
  (Yabe	
  et	
  al,	
  2007).	
  Ceci	
  suggère	
  que	
  Mint	
  pourrait	
  être	
   impliquée	
  dans	
   la	
  survie	
  

neuronale,	
  mais	
  ne	
  permet	
  pas	
  d’exclure	
  un	
  défaut	
  de	
  production	
  de	
  neurones	
  matures	
  au	
  

cours	
  du	
  développement.	
  Cette	
  fonction	
  de	
  Spen	
  n’est	
  cependant	
  pas	
  généralisable,	
  comme	
  

le	
  démontre	
  l’absence	
  de	
  compétition	
  cellulaire	
  au	
  cours	
  du	
  développement	
  du	
  disque	
  d’aile	
  

chez	
  la	
  drosophile.	
  En	
  effet,	
   la	
  croissance	
  de	
  clones	
  homozygotes	
  pour	
  un	
  allèle	
  mutant	
  du	
  

gène	
  spen	
  est	
  comparable	
  à	
  la	
  croissance	
  de	
  clones	
  sauvages	
  (Mace	
  &	
  Tugores,	
  2004).	
  

	
  

Des	
  effets	
  similaires	
  sur	
  la	
  réduction	
  drastique	
  du	
  nombre	
  de	
  cellules	
  gliales	
  ont	
  été	
  

observés	
  lors	
  d’une	
  surexpression	
  du	
  gène	
  argos,	
  un	
  antagoniste	
  de	
  la	
  voie	
  de	
  l’EGF-­‐R/MAPK	
  

(Stemerdink	
  &	
   Jacobs,	
  1997).	
  De	
  même,	
  une	
  absence	
  d’activation	
  du	
   récepteur	
  à	
   l’EGF	
  au	
  

niveau	
   des	
   cellules	
   gliales	
   va	
   permettre	
   une	
   induction	
   de	
   l’apoptose,	
   par	
   la	
   répression	
   de	
  

l’inhibiteur	
  de	
  caspase	
  Diap1	
  (diaphanous	
  homolog	
  1)	
  par	
  la	
  protéine	
  HID	
  (Bergmann	
  et	
  al,	
  

2002).	
   Cette	
   perte	
   de	
   cellules	
   gliales	
   va	
   avoir	
   un	
   impact	
   sur	
   la	
   croissance	
   axonale	
   des	
  

neurones	
  de	
  la	
  commissure	
  ventrale	
  (fig.17	
  E)	
  (Stemerdink	
  &	
  Jacobs,	
  1997)	
  et	
  n’est	
  pas	
  sans	
  

rappeler	
   les	
  phénotypes	
  observés	
   lors	
  d’une	
  perte	
  de	
   fonction	
  du	
  gène	
  spen	
   (fig.17	
  B—D)	
  

(Chen	
  &	
  Rebay,	
  2000;	
  Kuang	
  et	
  al,	
  2000).	
  

De	
   manière	
   intéressante,	
   les	
   embryons	
   doubles	
   hétérozygotes	
   pour	
   les	
   allèles	
  

mutants	
   des	
   gènes	
   spen	
   et	
  pointed	
   (un	
   effecteur	
   de	
   la	
   voie	
   EGF-­‐R/MAPK)	
   présentent	
   des	
  

défauts	
   de	
   guidage	
   axonal	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   commissure	
   ventrale,	
   à	
   l’inverse	
   des	
   simples	
  

hétérozygotes	
  qui	
  ont	
  un	
  phénotype	
  sauvage	
  aux	
  stades	
  13	
  et	
  16	
  (Chen	
  &	
  Rebay,	
  2000).	
  Une	
  

expression	
  d’une	
  forme	
  constitutivement	
  active	
  de	
  l’effecteur	
  Ras	
  dans	
  les	
  cellules	
  gliales	
  de	
  

la	
   commissure	
   ventrale	
   supprime	
   partiellement	
   la	
   létalité	
   due	
   à	
   la	
   surexpression	
   d’une	
  

potentielle	
   forme	
   dominante	
   négative	
   de	
   Spen	
   (Chen	
   &	
   Rebay,	
   2000).	
   Ces	
   interactions	
  

épistatiques	
   suggèrent	
  une	
  possible	
   régulation	
  du	
  nombre	
  des	
   cellules	
   gliales	
   au	
   cours	
  du	
  

développement	
  embryonnaire	
  par	
  Spen	
  à	
  travers	
  la	
  voie	
  EGF/MAPK.	
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Figure	
   7.	
   Schématisation	
   de	
   l’implication	
   des	
   protéines	
   de	
   la	
   famille	
   SPEN	
   au	
   cours	
   de	
  
l’hématopoïèse.	
   Représentation	
   simplifiée	
   du	
   lignage	
   hématopoïétique	
   chez	
   les	
   mammifères.	
   Les	
  
flèches	
   noires	
   à	
   extrémité	
   pointue	
   représentent	
   une	
   fonction	
   d’agoniste	
   et	
   les	
   flèches	
   noires	
   à	
  
extrémité	
   plate	
   représentent	
   une	
   fonction	
   d’antagoniste.	
   Les	
   Cellules	
   souches	
   hématopoïétiques	
  
(CSH)	
  sont	
  présentent	
  au	
  sein	
  de	
  la	
  moelle	
  épinière	
  sous	
  deux	
  états	
  :	
  en	
  état	
  de	
  quiescence	
  (CSHQ)	
  ou	
  
actif	
   (CSHA).	
  Après	
  activation,	
  elles	
  vont	
  s’engager	
  dans	
  un	
  processus	
  de	
  spécification	
  pour	
  générer	
  
un	
  progéniteur	
   commun	
   lymphatique	
   (PCL)	
   à	
   l’origine	
  de	
   la	
   lignée	
   lymphatique,	
   et	
   un	
  progéniteur	
  
commun	
   myéloïde	
   (PCM)	
   à	
   l’origine	
   de	
   la	
   lignée	
   myéloïde.	
   LTi	
  :	
   Lymphocyte	
   T	
   immature,	
   LTm	
  :	
  
Lymphocyte	
  T	
  mature.	
  LBi	
  :	
  Lymphocyte	
  B	
  immature,	
  LBm	
  :	
  Lymphocyte	
  B	
  mature,	
  LBF	
  :	
  Lymphocyte	
  
B	
  Folliculaire,	
  LBZM	
  :	
  Lymphocyte	
  B	
  de	
  la	
  zone	
  marginale.	
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III. Spen	
  à	
  la	
  croisée	
  de	
  multiples	
  mécanismes	
  moléculaires	
  
	
  

Une	
  interface	
  entre	
  la	
  régulation	
  transcriptionnelle	
  et	
  post-­‐transcriptionnelle	
  de	
  

l’expression	
  génique	
  

	
  
Comme	
   nous	
   venons	
   de	
   le	
   voir,	
   la	
   protéine	
   Spen	
   chez	
   la	
   drosophile	
   semble	
   être	
  

impliquée	
  dans	
  des	
  processus	
  cellulaires	
  clés	
  comme	
  la	
  survie	
  cellulaire,	
  le	
  guidage	
  axonal,	
  la	
  

migration,	
   la	
  décision	
  ou	
  encore	
   la	
  prolifération	
  cellulaire	
  au	
  cours	
  du	
  développement.	
  Les	
  

mécanismes	
   moléculaires	
   régulés	
   par	
   Spen	
   au	
   sein	
   de	
   ces	
   processus	
   cellulaires	
   sont	
  

néanmoins	
   peu	
   connus	
   et	
   ce,	
   probablement	
   dû	
   à	
   sa	
   taille	
   de	
   600	
   kDa	
   qui	
   constitue	
   un	
  

challenge	
  technique	
  pour	
  une	
  étude	
  de	
  ses	
   fonctions	
  moléculaires.	
  Les	
  études	
  structurales	
  

et	
   fonctionnelles	
   des	
   domaines	
   de	
   ses	
   orthologues,	
   de	
   même	
   que	
   de	
   leurs	
   interactions	
  

moléculaires	
  ont	
  permis	
  d’en	
  apprendre	
  davantage	
  sur	
  les	
  fonctions	
  moléculaires	
  associées	
  

à	
  la	
  famille	
  de	
  protéines	
  SPEN	
  (Arieti	
  et	
  al,	
  2014	
  ;	
  Ariyoshi	
  &	
  Schwabe,	
  2003	
  ;	
  Mikami	
  et	
  al,	
  

2013	
  ;	
  Mikami	
  et	
  al,	
  2014).	
  Ces	
  analyses	
   font	
  entre	
  autres	
   ressortir	
   l’idée	
  d’une	
   famille	
  de	
  

protéines	
   servant	
   de	
   plateformes	
   protéiques,	
   permettant	
   le	
   regroupement	
   de	
   différents	
  

complexes	
  en	
  un	
  même	
   locus	
   (fig.	
   19).	
  Ce	
  concept	
  d’interface	
  moléculaire	
  est	
  notamment	
  

mis	
  en	
  perspective	
  avec	
  les	
  travaux	
  de	
  Malovannaya	
  et	
  ses	
  collaborateurs	
  en	
  2011.	
  Au	
  cours	
  

de	
  cette	
  étude,	
  ils	
  ont	
  pu	
  mettre	
  en	
  évidence	
  que	
  la	
  protéine	
  SHARP	
  chez	
  les	
  mammifères,	
  

n’était	
   pas	
   un	
   constituant	
   central	
   d’un	
   complexe	
   protéique	
   défini,	
   mais	
   un	
   composant	
  

pouvant	
   interagir	
   avec	
   trois	
   complexes	
   majeurs	
   de	
   la	
   régulation	
   de	
   l’expression	
   génique	
  

(Malovannaya	
   et	
   al,	
   2011)	
  :	
   1)	
   le	
   complexe	
   Médiator,	
   régulateur	
   de	
   la	
   transcription	
  

dépendante	
   de	
   la	
   polymérase	
   II	
   (Poss	
   et	
   al,	
   2013),	
   2)	
   le	
   complexe	
   de	
   Co-­‐répression	
  

HDAC/NCOR	
  SMRT	
  liant	
  ainsi	
  SPEN	
  à	
   la	
  répression	
  transcriptionnelle	
   liée	
  aux	
  modifications	
  

des	
  marques	
  d’histones	
  et	
  3)	
   le	
   complexe	
  de	
   facteurs	
  d’épissage	
  WTAP	
   («	
  Wilm’s	
   tumor	
  1	
  

associated	
  protein	
  »)	
  impliqué	
  dans	
  la	
  régulation	
  l’épissage	
  des	
  ARNm.	
  De	
  ce	
  fait,	
  et	
  comme	
  

nous	
  allons	
  le	
  voir	
  par	
  la	
  suite,	
  les	
  protéines	
  de	
  la	
  famille	
  SPEN	
  semblent	
  être	
  associées	
  à	
  des	
  

fonctions	
   moléculaires	
   variées,	
   allant	
   de	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
   transcription	
   à	
   celle	
   de	
   la	
  

biogénèse	
  des	
  ARN	
  et	
  de	
  leur	
  devenir	
  post-­‐transcriptionnel.	
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Figure	
  19.	
   Interactions	
  de	
  SHARP/Spen	
  chez	
   les	
  Mammifères.	
  SHARP/Spen	
  est	
  un	
  facteur	
  à	
  l’intersection	
  de	
  
trois	
   processus	
   majeurs	
   de	
   la	
   régulation	
   de	
   l’expression	
   génique	
  :	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
   transcription	
   en	
  
interagissant	
  avec	
  le	
  complexe	
  Médiator,	
  les	
  modifications	
  post-­‐traductionnelles	
  des	
  marques	
  d’histone	
  par	
  ses	
  
interactions	
  avec	
  des	
  facteurs	
  de	
  remodelage	
  de	
  la	
  chromatine,	
  et	
  pour	
  finir	
  la	
  biogenèse	
  des	
  ARN	
  messagers	
  
en	
  interagissant	
  avec	
  des	
  facteurs	
  de	
  l’épissage	
  (Malovannaya	
  et	
  al,	
  2011).	
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Une	
  platforme	
  d’interaction	
  pour	
  les	
  acides	
  nucléiques	
  et	
  les	
  protéines.	
  

	
  

(i)	
  Les	
  domaines	
  RRM	
  de	
  la	
  famille	
  SPEN	
  

Le	
   domaine	
   RRM	
   est	
   l’un	
   des	
   domaines	
   protéiques	
   les	
   plus	
   abondant	
   chez	
   les	
  

Eucaryotes.	
  Au	
  sein	
  des	
  protéines	
  de	
  la	
  famille	
  SPEN,	
  les	
  domaines	
  RRM	
  sont	
  localisés	
  dans	
  

une	
  région	
  N-­‐terminale	
  conservée,	
  organisée	
  en	
  deux	
  modules	
  structuraux	
  :	
  un	
  premier	
  est	
  

constitué	
   d’un	
   domaine	
   RRM,	
   et	
   le	
   second,	
   structurellement	
   conservé	
   au	
   cours	
   de	
  

l’évolution,	
  est	
   composé	
  des	
  deux	
  autres	
  domaines	
  RRM	
   (Arieti	
   et	
  al,	
   2014).	
   La	
  prédiction	
  

d’un	
   quatrième	
   domaine	
   RRM	
   chez	
   l’orthologue	
   mammifère	
   SHARP	
   a	
   également	
   été	
  

proposée	
   (fig.	
   14).	
   Dans	
   le	
   cadre	
   de	
   la	
   protéine	
   FPA,	
   orthologue	
   chez	
   A.	
   thaliana,	
   cette	
  

organisation	
  est	
  inversée	
  :	
  le	
  module	
  de	
  deux	
  domaines	
  RRM	
  précède	
  le	
  domaine	
  RRM	
  isolé	
  

(Arieti	
   et	
   al,	
   2014)	
   (fig.14).	
   Ce	
   second	
  module	
   de	
   paire	
   de	
   domaines	
   RRM	
   de	
   la	
   protéine	
  

SHARP	
   se	
   révèle	
   être	
   nécessaire	
   à	
   une	
   association	
   stable	
   in	
   vitro	
   avec	
   de	
   l’ARN	
   simple	
   et	
  

double	
   brin,	
   mais	
   également	
   avec	
   des	
   structures	
   secondaires	
   d’ARN	
   de	
   type	
   épingle	
   à	
  

cheveux	
  riches	
  en	
  UG,	
  comme	
  celle	
  de	
  l’ARN	
  non-­‐codant	
  (ARNnc)	
  SRA	
  (Arieti	
  et	
  al,	
  2014),	
  un	
  

activateur	
   transcriptionnel	
  des	
   gènes	
   cibles	
  des	
   récepteurs	
   à	
  hormone.	
   L’interaction	
  entre	
  

SHARP	
  et	
  SRA	
  permet	
  ainsi	
  l’inhibition	
  de	
  l’activité	
  de	
  l’ARNnc	
  SRA.	
  	
  

De	
  manière	
   intéressante,	
   SHARP	
   interagit	
  avec	
   le	
   répresseur	
  SMRT	
  et	
   les	
  protéines	
  

du	
   complexe	
   répresseur	
   NuRD	
   (pour	
   «	
  Nucleosome	
   Remodeling	
   Deacetylase	
   complex	
  »),	
  

dont	
  les	
  protéines	
  HDAC1	
  et	
  2,	
  MTA2,	
  MBD3	
  et	
  RbAp48	
  (Ariyoshi	
  &	
  Schwabe,	
  2003	
  ;	
  Mikami	
  

et	
   al,	
   2013;	
   Shi	
   et	
   al,	
   2001	
  ).	
   Ce	
   complexe	
   est	
   également	
   impliqué	
   dans	
   la	
   répression	
   des	
  

gènes	
  cibles	
  des	
  récepteurs	
  nucléaires	
  (Shi	
  et	
  al,	
  2001).	
  Un	
  model	
  serait	
  que	
  SHARP	
  réprime	
  

l’action	
  de	
  SRA	
  au	
  niveau	
  des	
  promoteurs	
  de	
  ses	
  gènes	
  cibles	
  en	
  permettant	
  le	
  recrutement	
  

de	
  complexes	
  répresseurs	
  et	
  de	
  modificateurs	
  de	
   la	
  chromatine	
  (Colley	
  &	
  Leedman,	
  2009).	
  

La	
  présence	
  de	
  l’ARNnc	
  SRA	
  au	
  sein	
  du	
  complexe	
  répresseur	
  SMRT/HDAC	
  n’a	
  cependant	
  pas	
  

été	
  mise	
  en	
  évidence	
  à	
  ce	
  jour.	
  Il	
  n’est	
  également	
  pas	
  impossible	
  d’exclure	
  un	
  mode	
  d’action	
  

de	
  SHARP	
  dans	
  l’inactivation	
  de	
  SRA,	
  indépendante	
  de	
  son	
  action	
  de	
  corépresseur	
  des	
  gènes	
  

cibles	
   des	
   récepteurs	
   à	
   hormone	
   au	
   sein	
   du	
   complexe	
   SMRT/HDAC.	
   De	
   même,	
   dans	
   ce	
  

contexte,	
  l’impact	
  d’une	
  absence	
  de	
  SHARP	
  sur	
  les	
  modifications	
  des	
  marques	
  d’histones	
  n’a	
  

pas	
  été	
  testé.	
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Figure	
   20.	
   Prédiction	
  d'un	
  domaine	
  de	
   type	
  Atrophin	
   "RE-­‐Repeat"	
   dans	
   la	
   séquence	
  protéine	
  de	
  
Spen	
   chez	
   D.	
  melanogaster.	
   La	
   région	
   riche	
   en	
   acide	
  Glutamique	
   et	
   Lysine	
   («	
  EK	
   rich	
   region	
  »,	
   en	
  
rose)	
  de	
  Spen	
  chez	
  Drosophila	
  melanogaster	
  présente	
  une	
  forte	
  similitude	
  avec	
  le	
  domaine	
  de	
  type	
  
Atrophin-­‐1	
  (en	
  jaune).	
  Les	
  pourcentages	
  sont	
  indiqués	
  à	
  droite	
  des	
  séquences	
  en	
  acides-­‐aminés	
  de	
  la	
  
protéine	
   Atrophin-­‐1	
   (dmAtro1).	
   Les	
   autres	
   domaines	
   de	
   Spen	
   sont	
   également	
   représentés	
  :	
   «	
  RNA	
  
Recognition	
  motifs	
  »	
   (RRMs)	
   en	
   rouge,	
   la	
   région	
   riche	
   en	
   Glutamine	
   («	
  Glutamin-­‐rich	
   region	
  »)	
   en	
  
bleu	
  et	
  le	
  domaine	
  SPOC	
  («	
  Spen	
  paralog	
  and	
  ortholog	
  C-­‐terminal	
  »)	
  en	
  vert.	
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Partie	
  I.	
  
Spen,	
  un	
  nouveau	
  régulateur	
  des	
  cellules	
  souches	
  intestinales,	
  	
  

chez	
  Drosophila	
  melanogaster.	
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I.	
  Résumé	
  de	
  la	
  première	
  partie	
  	
  
	
  

La	
  découverte	
  des	
  cellules	
  souches	
  intestinales	
  chez	
  Drosophila	
  melanogaster	
  a	
  offert	
  

au	
  domaine	
  de	
  la	
  biologie	
  des	
  cellules	
  souches,	
  un	
  nouveau	
  modèle	
  d’étude	
  alliant	
  les	
  outils	
  

génétiques	
  de	
  la	
  drosophile	
  à	
  une	
  étude	
  des	
  cellules	
  souches	
  adultes	
  et	
  de	
  leurs	
  interactions	
  

avec	
  leur	
  environnement	
  physiologique	
  in	
  vivo.	
  L’étude	
  de	
  ce	
  modèle	
  s’est	
  en	
  partie	
  tournée	
  

caractérisation	
   des	
   réseaux	
   de	
   signalisations	
   du	
   contrôle	
   homéostatique	
   des	
   propriétés	
  

d’auto-­‐renouvellement	
   et	
   de	
   spécification	
   des	
   cellules	
   souches,	
   mais	
   également	
   lors	
   de	
  

changements	
   environnementaux	
   majeurs	
   (infections,	
   restrictions	
   alimentaires,	
   morts	
  

cellulaires,	
  vieillissement).	
  Du	
  fait	
  de	
  son	
  lignage	
  cellulaire	
  simplifié,	
  l’effort	
  de	
  recherche	
  est	
  

également	
  tourné	
  vers	
  la	
  caractérisation	
  de	
  nouveaux	
  facteurs	
  de	
  la	
  régulation	
  des	
  cellules	
  

souches	
   in	
   vivo.	
   Ce	
   travail	
   doctoral	
   s’inscrit	
   directement	
   dans	
   cet	
   effort	
   commun	
   de	
  

caractérisation	
  de	
  nouveaux	
  facteurs.	
  

	
  

Ce	
  projet	
  de	
  thèse	
  découle	
  directement	
  du	
  crible	
  génétique	
  mis	
  en	
  place	
  par	
  Allison	
  

Bardin	
   avec	
   la	
  précieuse	
   aide	
  de	
  Carolina	
  Perdigoto	
   (C.P.,	
   F.S.,	
  A.B.,	
  non-­‐publié).	
   Celui-­‐ci	
   a	
  

permis	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
  de	
  nouveaux	
  gènes	
  impliqués	
  dans	
  l’homéostasie	
  des	
  cellules	
  

souches	
  intestinales	
  de	
  Drosophila	
  melanogaster,	
  dont	
  le	
  gène	
  split-­‐ends/spen.	
  Ce	
  gène	
  code	
  

une	
   protéine	
   possédant	
   des	
   domaines	
   de	
   liaison	
   aux	
   ARNs	
   et	
   un	
   domaine	
   SPOC	
   («	
  Spen	
  

Paralog	
  and	
  Ortholog	
  C-­‐terminal	
  domain	
  »)	
  décrit	
  pour	
  être	
  impliqué	
  dans	
  des	
  interactions	
  

protéiques.	
  Mon	
  travail	
  de	
  thèse	
  fut	
  de	
  décrire	
  le	
  rôle	
  de	
  spen	
  dans	
  la	
  régulation	
  du	
  lignage	
  

intestinal	
  en	
  combinant	
  une	
  quantification	
  des	
  marqueurs	
  et	
  caractéristiques	
  fonctionnelles	
  

des	
   cellules	
   souches,	
   avec	
   une	
   analyse	
   des	
   effets	
   d’une	
   déplétion	
   ciblée	
   de	
   spen	
   dans	
   les	
  

différents	
  types	
  cellulaires.	
  J’ai	
  pu	
  mettre	
  en	
  évidence	
  que	
  spen	
  joue	
  un	
  rôle	
  dans	
  les	
  cellules	
  

souches	
  pour	
  conférer	
  deux	
  destins	
  distincts	
  à	
  l’issue	
  de	
  la	
  division	
  des	
  cellules	
  souches,	
  et	
  

ainsi	
   limiter	
   leur	
   production	
   dans	
   le	
   tissu	
   comme	
   le	
   montre	
   l’accumulation	
   de	
   cellules	
  

souches	
  observée	
  lors	
  d’une	
  perte	
  de	
  fonction	
  du	
  gène	
  spen.	
  Dans	
  ces	
  conditions,	
  le	
  mode	
  

de	
   division	
   symétrique	
   des	
   cellules	
   souches	
   semble	
   être	
   favorisé	
   par	
   rapport	
   au	
  mode	
  de	
  

division	
   asymétrique	
   qui	
   est	
   majoritaire	
   dans	
   un	
   tissu	
   sauvage	
   à	
   l’état	
   homéostatique.	
  

Comment	
   Spen	
   participe-­‐t-­‐il	
   à	
   la	
   régulation	
   des	
   cellules	
   souches	
   adultes	
  ?	
   En	
   d’autres	
  

termes,	
   quels	
   sont	
   les	
   mécanismes	
   dépendants	
   de	
   l’activité	
   de	
   spen	
   à	
   l’origine	
   de	
   la	
  

détermination	
  du	
  mode	
  de	
  division	
  de	
  ces	
  cellules	
  ?	
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Dans	
   leurs	
   environnements,	
   les	
   cellules	
   souches	
   sont	
   régulées	
  par	
  un	
  ensemble	
  de	
  

voies	
   de	
   signalisation	
   extrinsèques	
   et	
   de	
  mécanismes	
   intracellulaires.	
   Ainsi,	
   une	
   première	
  

question	
  a	
  été	
  de	
  tester	
  si	
  cette	
  accumulation	
  de	
  cellules	
  souches	
  n’était	
  pas	
  du	
  à	
  un	
  défaut	
  

d’activation	
  du	
   signal	
   primaire	
  de	
   spécification	
  des	
   cellules	
   souches,	
   la	
   voie	
  Notch.	
   J’ai	
   pu	
  

ainsi	
  montrer	
  que	
  spen	
  n’était	
  pas	
  nécessaire	
  à	
  l’activation	
  de	
  cette	
  voie,	
  et	
  que	
  son	
  action	
  

pouvait	
  être	
  impliquée	
  dans	
  des	
  évènements	
  soit	
  en	
  amont,	
  soit	
  en	
  parallèle	
  de	
  l’activation	
  

des	
  gènes	
  cibles	
  de	
  Notch.	
  Une	
  seconde	
  hypothèse	
  était	
  de	
  tester	
  si	
  cette	
  accumulation	
  de	
  

cellules	
   souches	
   en	
   absence	
   de	
   fonction	
   du	
   gène	
   spen	
   n’était	
   pas	
   du	
   à	
   une	
   prolifération	
  

aberrante	
  de	
  ces	
  cellules,	
  les	
  empêchant	
  ainsi	
  de	
  sortir	
  de	
  leur	
  cycle	
  et	
  donc	
  de	
  se	
  spécifier.	
  

Pour	
  cela,	
  la	
  capacité	
  proliférative	
  de	
  ces	
  cellules	
  mutantes	
  pour	
  le	
  gène	
  spen	
  a	
  été	
  diminuée	
  

par	
  une	
  déplétion	
  de	
  l’activité	
  de	
  la	
  voie	
  Insuline.	
  Cette	
  voie	
  est	
  impliquée	
  dans	
  le	
  contrôle	
  

de	
  l’auto-­‐renouvellement	
  des	
  cellules	
  souches	
  aussi	
  bien	
  dans	
  un	
  contexte	
  homéostatique,	
  

que	
   de	
   stress.	
   J’ai	
   ainsi	
   pu	
   montrer	
   que	
   d’une	
   part,	
   spen	
   et	
   la	
   voie	
   de	
   l’Insuline	
  

interagissaient	
   génétiquement	
   dans	
   le	
   contrôle	
   de	
   la	
   prolifération	
   de	
   cellules	
   souches,	
   et	
  

d’autre	
   part,	
   que	
   cette	
   régulation	
   de	
   la	
   prolifération	
   était	
   indépendante	
   du	
   défaut	
   de	
  

spécification	
   des	
   cellules	
   souches	
   mutantes	
   pour	
   le	
   gène	
   spen.	
   En	
   effet,	
   bien	
   que	
   moins	
  

prolifératives,	
   ces	
   cellules	
   souches	
   effectuent	
  majoritairement	
   des	
   divisions	
   symétriques	
   à	
  

l’origine	
  de	
  leur	
  accumulation.	
  

	
  
L’identité	
   cellulaire	
   se	
   définit	
   entre	
   autres	
   par	
   l’expression	
   des	
   gènes	
   (transcrits	
   et	
  

protéines)	
  à	
  l’origine	
  des	
  fonctions	
  moléculaires,	
  cellulaires,	
  et	
  physiologiques	
  de	
  la	
  cellule.	
  

Ainsi,	
  une	
  perturbation	
  de	
  cette	
  expression	
  génique	
  refléterait	
  d’une	
  manière	
   indirecte	
   les	
  

processus	
  contrôlés	
  par	
  spen	
  dans	
  les	
  cellules	
  souches.	
  Ma	
  stratégie	
  a	
  ainsi	
  été	
  de	
  mettre	
  en	
  

place	
   un	
   protocole	
   de	
   purification	
   spécifique	
   par	
   FACS	
   des	
   cellules	
   souches	
   intestinales	
  

d’une	
   part	
   et	
   de	
   cellules	
   Entéroblastes	
   d’autre	
   part,	
   afin	
   d’acquérir	
   un	
   panorama	
   de	
  

l’expression	
  de	
  leurs	
  transcrits	
  dépendante	
  de	
  la	
  fonction	
  de	
  spen,	
  par	
  séquençage	
  de	
  leurs	
  

ARN.	
  Cette	
  approche	
  a	
  été	
  pour	
  moi	
  l’occasion	
  de	
  me	
  former	
  et	
  ainsi	
  de	
  réaliser	
  l’analyse	
  de	
  

ces	
  données	
  de	
  séquençage	
  à	
  haut-­‐débit	
  des	
  ARN.	
  Que	
  nous	
  dit	
  l’expression	
  de	
  ces	
  transcrits	
  

sur	
  les	
  processus	
  affectés	
  par	
  une	
  perte	
  de	
  fonction	
  du	
  gène	
  spen	
  ?	
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Abstract	
  

Adult	
  stem	
  cells	
  maintain	
  tissue	
  homeostasis	
  by	
  supplying	
  differentiated	
  cells	
  while	
  at	
  

the	
  same	
  time	
  self-­‐renewing.	
  A	
  precise	
  regulation	
  of	
  this	
  switch	
  between	
  stem	
  cell	
  state	
  and	
  

differentiated	
   state	
   is	
   thus	
   essential/crucial,	
   while	
   a	
   perturbation	
   can	
   leed	
   to	
   hypo-­‐	
   and	
  

hyperplasia-­‐related	
  diseases.	
  Here	
  the	
  adult	
  Drosophila	
  intestine	
  is	
  used	
  to	
  study	
  molecular	
  

mechanisms	
  that	
  balance.	
  We	
  report	
  the	
  identification	
  of	
  the	
  split-­‐ends/spen	
  gene	
  as	
  a	
  novel	
  

regulator	
   of	
   intestinal	
   stem	
   cells	
   that	
   control	
   this	
   switch.	
   SPEN	
   family	
   genes	
   encode	
  

conserved	
  RNA	
  recognition	
  motif-­‐containing	
  proteins	
  that	
  are	
  reported	
  to	
  have	
  a	
  role	
  in	
  RNA	
  

biogenesis	
  and	
  stem	
  cell	
  regulation.	
  We	
  show	
  that	
  its	
  loss	
  of	
  function	
  in	
  stem	
  cells	
  results	
  in	
  

an	
   abnormal	
   increase	
   in	
   the	
   number	
   of	
   stem	
   cell-­‐like	
   cells	
   associated	
   to	
   an	
   increase	
   of	
  

proliferation.	
  These	
  data	
  suggest	
   that	
  Spen	
  acts	
  as	
  a	
   stem	
  cell	
   regulator	
   important	
   for	
   the	
  

repression	
  of	
   self-­‐renewal	
   and	
   for	
   the	
  enhancement	
  of	
   the	
   stem	
  cell	
   commitment.	
   To	
  get	
  

further	
   in	
   Split-­‐ends	
  molecular	
   function,	
   we	
   have	
   investigated	
   the	
  molecular	
   signature	
   of	
  

intestinal	
  stem	
  cells	
  and	
  progenitor	
  cells	
  knockdowned	
  for	
  spen,	
  by	
  developing	
  a	
  two-­‐color	
  

FACS	
   sorting	
   approach	
   combined	
  with	
   an	
  mRNA	
   sequencing	
   analysis.	
   Here,	
   we	
   provide	
   a	
  

new	
  function	
  of	
  spen	
  in	
  adult	
  stem	
  cell	
  regulation	
  in	
  the	
  Drosophila	
  intestine,	
  which	
  may	
  also	
  

shed	
  light	
  on	
  its	
  mode	
  of	
  action	
  in	
  other	
  developmental	
  contexts.	
  

	
  
Introduction	
  

	
  
	
   While	
   many	
   cell	
   types,	
   from	
   prokaryotic	
   cells	
   to	
   human	
   cells,	
   can	
   self-­‐renew,	
   the	
  

ability	
  to	
  both	
  self-­‐renew	
  and	
  produce	
  differentiated	
  daughters	
  with	
  more	
  restricted	
  fate	
  is	
  

limited	
  to	
  stem	
  cells.	
  In	
  Metazoa,	
  this	
  dual	
  competence	
  of	
  stem	
  cells	
  allows	
  the	
  production	
  

of	
  diverse	
  differentiated	
  cell	
  fates	
  during	
  embryonic	
  development	
  thereby	
  creating	
  an	
  adult	
  

organism	
   with	
   distinct	
   biological	
   functions	
   compartmentalized	
   in	
   different	
   organs	
   and	
  

tissues.	
   Furthermore,	
   stem	
   cells	
   present	
   in	
   adult	
   tissues	
   renew	
   differentiated	
   cells	
   and	
  

promote	
  tissue	
  regeneration	
  in	
  response	
  to	
  wounding.	
  Defining	
  the	
  mechanisms	
  governing	
  

stem	
   cell	
   self-­‐renewal	
   and	
   differentiation	
   is	
   therefore	
   important	
   for	
   understanding	
   both	
  

organism	
   development	
   as	
   well	
   as	
   tissue	
   maintenance	
   and	
   regeneration.	
   Moreover,	
  

identifying	
   genes	
   and	
   pathways	
   critical	
   for	
   these	
   processes	
   provides	
   potential	
   therapeutic	
  

targets	
  for	
  regenerative	
  medicine.	
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Figure	
  4.	
  spen	
  knockdown	
  in	
  stem	
  cell	
  is	
  sufficient	
  to	
  trigger	
  stem	
  cell	
  expansion	
  in	
  the	
  intestine.	
  A	
  
spen	
  RNAi	
  	
  (B-­‐B’,	
  D-­‐D’,	
  F-­‐F’)	
  or	
  a	
  UAS-­‐GFP	
  control	
   (A-­‐A’,	
  C-­‐C’,	
  E-­‐E’)	
  were	
  expressed	
  specifically	
   in	
  both	
  
stem	
  cell	
  (ISC)	
  and	
  Entéroblastes	
  (EB)	
  (esgte)	
  (A-­‐B),	
  or	
  in	
  ISC	
  only	
  	
  (esgts,	
  nre-­‐GAL80)	
  (C-­‐D)	
  or	
  in	
  EB	
  only	
  
(nrets)	
   (E-­‐F),	
   during	
   10	
   days	
   at	
   29°C.	
  GFP	
   (Green)	
   referred	
   to	
   the	
   cell	
   type	
   expression.	
   ISC	
   (Delta+,	
  
Red),	
  DNA	
  (DAPI,	
  Blue).	
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Figure	
  S2.	
  spen	
  inactivation	
  has	
  no	
  phenotype	
  in	
  the	
  notum	
  or	
  the	
  ovaries.	
  (A)	
  spen9E34	
  unmarked	
  
mutant	
   clones	
   were	
   generated	
   in	
   the	
   germ	
   line	
   and	
   the	
   follicular	
   cells	
   do	
   not	
   present	
   visible	
  
phenotypes	
  nor	
  in	
  the	
  notum	
  when	
  MARCM	
  spen9E34	
  clones	
  were	
  generated	
  at	
  18h	
  after	
  pupation	
  
(APF)	
  (B)	
  or	
  24h	
  APF	
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Partie	
  II.	
  
Résultats	
  complémentaires	
  sur	
  la	
  fonction	
  de	
  Spen	
  dans	
  la	
  

régulation	
  des	
  cellules	
  souches	
  intestinales	
  	
  
de	
  Drosophila	
  melanogaster.	
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Figure	
  9.	
  spen	
  gene	
  is	
  expressed	
  in	
  intestinal	
  stem	
  cells.	
  (A)	
  Using	
  CRISPR	
  technology,	
  we	
  inserted	
  a	
  
GFP	
  tag	
  in	
  frame	
  with	
  the	
  CDS	
  3’	
  end	
  of	
  the	
  spen	
  gene	
  endogenous	
  locus.	
  (B)	
  The	
  endogenous	
  spen	
  
GFP-­‐tagged	
   gene	
   is	
   expressed	
   in	
   diploid	
   cells	
   including	
   stem	
   cells	
   (Delta+,	
   red).	
   The	
   fused	
   protein	
  
(GFP,	
  green)	
  has	
  a	
  nuclear	
  localization.	
  At	
  the	
  bottom,	
  6X	
  zoom	
  in	
  view.	
  DNA	
  (DAPI,	
  blue).	
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présentant	
  un	
  transgène	
  d’une	
  version	
  étiquetée	
  en	
  région	
  N-­‐terminale	
  de	
   la	
  protéine	
  ont	
  

pu	
  être	
  générées	
  avec	
  cette	
  technique.	
  L’observation	
  par	
  immunofluorescence	
  de	
  la	
  GFP	
  et	
  

du	
   peptide	
   FLAG	
   présente	
   un	
   schéma	
   d’expression	
   ponctiforme	
   sur	
   l’ensemble	
   du	
   tissu,	
  

cette	
   construction	
   n’a	
   cependant	
   pas	
   pu	
   être	
   validée	
   compte	
   tenu	
   de	
   l’absence	
   de	
   co-­‐

localisation	
  par	
  immunofluorescence	
  de	
  la	
  GFP	
  et	
  du	
  peptide	
  FLAG.	
  Nous	
  nous	
  sommes	
  donc	
  

tournés	
  vers	
  une	
  troisième	
  alternative.	
  

La	
  récente	
  découverte	
  de	
  la	
  technique	
  d’édition	
  des	
  génomes	
  par	
  CRISPR/Cas9	
  (Beumer	
  

&	
  Carroll,	
   2014)	
   nous	
   a	
  permis	
  de	
   générer	
  un	
   allèle	
  du	
   gène	
   spen	
  endogène,	
   portant	
  une	
  

séquence	
  GFP	
  en	
  région	
  3’	
  de	
  la	
  séquence	
  codante	
  de	
  spen.	
  Celui-­‐ci	
  permet	
  de	
  visualiser	
  une	
  

expression	
  de	
  la	
  GFP	
  gouvernée	
  par	
   les	
  éléments	
  régulateurs	
  endogènes	
  de	
  spen	
  (Fig.	
  1A).	
  

Fusionnée	
   en	
   phase	
   avec	
   la	
   région	
   C-­‐terminale	
   de	
   la	
   protéine	
   Spen,	
   la	
   GFP	
   constitue	
   un	
  

rapporteur	
   de	
   l’expression	
   protéique	
   du	
   gène	
   spen,	
   sous	
   réserve	
   que	
   son	
   insertion	
   ne	
  

perturbe	
   pas	
   la	
   stabilité,	
   les	
   fonctionnalités	
   ou	
   les	
   éventuelles	
   régulations	
   post-­‐

traductionnelles	
  de	
  Spen.	
  	
  

L’analyse	
  de	
  l’expression	
  de	
  la	
  GFP	
  au	
  sein	
  de	
  l’épithélium	
  révèle	
  un	
  marquage	
  nucléaire	
  

des	
  cellules	
  diploïdes	
   (Fig.	
   1B),	
  dont	
  certaines	
  exprimant	
   le	
  marqueur	
  des	
  cellules	
  souches	
  

intestinales	
  Delta	
   (Fig.	
   1B,	
   panel	
   inferieur).	
   Ceci	
   confirme	
   ainsi	
   l’expression	
   du	
   gène	
   spen	
  

dans	
   les	
   cellules	
   souches.	
   Une	
   analyse	
   plus	
   approfondie	
   des	
   marqueurs	
   des	
   cellules	
  

Entéroendocrines	
  et	
  des	
  cellules	
  progéniteurs	
  (les	
  Entéroblastes)	
  nous	
  éclairera	
  sur	
  l’identité	
  

de	
   ces	
   autres	
   cellules	
   diploïdes	
   spen+.	
   La	
   localisation	
   nucléaire	
   de	
   cette	
   protéine	
   GFP	
   de	
  

fusion	
   est	
   en	
   cohérence	
   avec	
   les	
   précédentes	
   localisations	
   de	
   la	
   protéine	
   Spen	
   observées	
  

dans	
  d’autres	
   tissus	
   (Chen	
  &	
   Rebay,	
   2000;	
  Wiellette	
   et	
   al,	
   1999).	
   La	
  présence	
  d’individus	
  

homozygotes	
   indique	
   que	
   l’allèle	
   spen-­‐gfp	
   ne	
   semble	
   pas	
   délétère.	
   Ainsi,	
   ces	
   premières	
  

observations	
  de	
   l’expression	
  de	
   l’allèle	
  spen-­‐gfp	
   suggèrent	
  entre	
  autres	
  une	
  expression	
  du	
  

gène	
  spen	
  dans	
  les	
  cellules	
  souches	
  intestinales	
  de	
  drosophile.	
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Figure	
  3.	
  hdac3	
  loss-­‐of-­‐function	
  leads	
  to	
  an	
  accumulation	
  of	
  stem	
  cell-­‐like	
  cells	
  with	
  an	
  enrichment	
  
of	
  Delta	
  protein	
  at	
  the	
  membrane.	
  Autonomous	
  effect	
  of	
  a	
  hdac3	
  loss-­‐of-­‐function	
  was	
  assessed	
  by	
  
MARCM	
  clone.	
  Wild-­‐type	
  clones	
  (WT,	
  column	
  1),	
  clones	
  expressing	
  a	
  spen	
  RNAi	
  (column	
  2)	
  or	
  hdac3	
  
mutant	
  clones	
  (hdac3,	
  column	
  3)	
  were	
  observed	
  10d	
  after	
  heat	
  shock	
  induction	
  (in	
  green).	
  Stem	
  cells	
  
were	
  assessed	
  by	
  Della+	
  expression	
  (in	
  red).	
  Nuclei	
  are	
  stained	
  with	
  DAPI	
  (in	
  blue).	
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Figure	
   5.	
   The	
   Kinesin	
   Unc-­‐104/Klp53D/KIF1A	
   is	
   required	
   for	
   intestinal	
   stem	
   cell	
   homeostasis	
   (A)	
  
Localization	
   of	
   a	
   GFP-­‐fused	
   Unc-­‐104	
   protein	
   (Green),	
   ectopically	
   expressed	
   in	
   stem	
   cell	
   and	
  
Enteroblasts	
  (Red),	
  under	
  the	
  control	
  of	
  esgts>GAL4	
  system.	
  DNA	
  (DAPI,	
  Blue).	
   (B)	
  spenRNAi	
   (column	
  
2),	
   unc-­‐104RNAi	
   (column	
   3)	
   or	
   Klp61FRNAi	
   (column	
   4)	
   were	
   expressed	
   specifically	
   in	
   stem	
   cells	
   and	
  
Enteroblast	
   (Red)	
  during	
  10	
  days,	
  using	
  esgts>GAL4	
   system.	
  Delta	
  were	
  used	
  as	
  a	
   stem	
  cell	
  marker	
  
(Green).	
  DNA	
  (DAPI,	
  Blue).	
  

	
   	
  



	
   148	
  

Le	
  cas	
  de	
  la	
  régulation	
  de	
  la	
  biogénèse	
  des	
  transcrits	
  codant	
  la	
  Kinésine	
  Unc-­‐104/KIF1	
  

Le	
  gène	
  unc-­‐104/KIF1	
  code	
  une	
  protéine	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  Kinésines-­‐3,	
  conservée	
  chez	
  

Dictyostelium,	
   C.	
   elegans,	
   Drosophila	
   et	
   chez	
   les	
   mammifères.	
   Elle	
   est	
   impliquée	
   dans	
   le	
  

transport	
   antérograde,	
   c’est-­‐à-­‐dire	
   vers	
   la	
   membrane	
   en	
   direction	
   du	
   pôle	
   positif	
   des	
  

microtubules,	
   notamment	
   des	
   organelles,	
   complexes	
   protéiques	
   et	
   ARNm.	
   Elle	
   est	
  

également	
  nécessaire	
  à	
  la	
  synaptogénèse	
  et	
  processus	
  impliqués	
  dans	
  la	
  morphogénèse	
  des	
  

dendrites	
  (Bloom,	
  2001;	
  Hirokawa	
  et	
  al,	
  2009;	
  Kern	
  et	
  al,	
  2013).	
  

Afin	
   d’approfondir	
   le	
   rôle	
   de	
   unc-­‐104	
   dans	
   la	
   régulation	
   des	
   cellules	
   souches	
  

intestinales,	
  nous	
  avons	
  dans	
  un	
  premier	
  temps	
  surexprimé	
  dans	
  les	
  cellules	
  souches	
  et	
  les	
  

cellules	
   Entéroblastes,	
   une	
   protéine	
   de	
   fusion	
   Unc-­‐104-­‐GFP.	
   Ce	
   transgène	
   présente	
   une	
  

séquence	
  d’ADN	
  complémentaire	
  du	
  transcrit	
  unc-­‐104	
  clonée	
  en	
  phase	
  avec	
  la	
  gfp,	
  sous	
  le	
  

contrôle	
  d’un	
  élément	
  UAS	
  (Barkus	
  et	
  al,	
  2008).	
  Le	
  type	
  d’isoforme	
  exprimé	
  n’a	
  cependant	
  

pas	
   été	
   renseigné	
   par	
   les	
   auteurs.	
   Nous	
   avons	
   vérifié	
   que	
   cette	
   expression	
   ectopique	
   ne	
  

produit	
  pas	
  de	
  phénotype	
  apparent	
  de	
  perturbation	
  de	
  l’homéostasie	
  des	
  cellules	
  souches.	
  

Néanmoins,	
  des	
  variations	
  d’expression	
  de	
  la	
  protéine	
  Unc-­‐104-­‐GFP	
  au	
  sein	
  des	
  cellules	
  esg+	
  

(cellules	
  souches	
  et	
  cellules	
  Entéroblastes)	
  ont	
  pu	
  être	
  observées.	
  Deux	
  types	
  de	
  populations	
  

peuvent	
   être	
   définis	
   d’après	
   l’expression	
   de	
   Unc-­‐104-­‐GFP,	
  mais	
   ne	
   corrèlent	
   pas	
   avec	
   un	
  

type	
  cellulaire	
  particulier.	
  Une	
  première	
  est	
  composée	
  de	
  cellules	
  souches	
  (Delta+	
  esg+)	
  et	
  

cellules	
   Entéroblastes	
   (Delta-­‐	
  esg+)	
   exprimant	
  Unc-­‐104-­‐GFP,	
   et	
   une	
   seconde	
   présente	
   des	
  

cellules	
  souches	
  et	
  cellules	
  Entéroblastes	
  négatives	
  pour	
   l’expression	
  de	
  Unc-­‐104-­‐GFP	
   (Fig.	
  

5A).	
   Cette	
   expression	
   non	
   homogène	
   du	
   transgène	
   UAS-­‐unc-­‐104-­‐GFP	
   semble	
   ainsi	
   être	
  

régulée	
  de	
  manière	
  post-­‐transcriptionnelle.	
  

Curieusement,	
  une	
   inactivation	
  de	
  ce	
  gène	
  candidat	
  dans	
   les	
  cellules	
  souches	
  et	
   les	
  

cellules	
  Entéroblastes	
  produit	
   l’opposé	
  du	
  phénotype	
  escompté.	
  En	
  effet,	
  dans	
  l’hypothèse	
  

où	
   la	
   surexpression	
  du	
   gène	
  unc-­‐104	
   serait	
   l’une	
  des	
   causes	
  de	
   l’accumulation	
  de	
   cellules	
  

souches	
  observée	
  en	
  absence	
  de	
  Spen,	
  un	
  phénotype	
  opposé	
  (perte	
  de	
  cellules	
  souches)	
  ou	
  

assimilé	
  à	
  un	
  sauvage	
  aurait	
  été	
  attendu	
  lors	
  d’une	
  diminution	
  de	
   l’expression	
  de	
  unc-­‐104.	
  

Nous	
   observons	
   cependant	
   une	
   accumulation	
   de	
   cellules	
   souches	
   lors	
   d’une	
   déplétion	
   de	
  

unc-­‐104	
  (Fig.	
  5B),	
  suggérant	
  ainsi	
  que	
  la	
  présence	
  d’au	
  moins	
  un	
  type	
  d’isoforme	
  de	
  unc-­‐104	
  

est	
   important	
   pour	
   le	
   maintien	
   de	
   l’homéostasie	
   des	
   cellules	
   souches	
   intestinales.	
   En	
  

association	
  avec	
  les	
  résultats	
  obtenus	
  lors	
  de	
  l’analyse	
  des	
  effets	
  d’une	
  déplétion	
  de	
  spen	
  sur	
  

l’usage	
   exonique,	
   une	
   hypothèse	
   serait	
   que	
   l’augmentation	
   de	
   cellules	
   souches	
  mutantes	
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pour	
   le	
   gène	
   spen	
   pourrait	
   en	
   partie	
   être	
   due	
   à	
   une	
   absence	
   des	
   isoformes	
   issues	
   du	
  

promoteur	
  distal	
  du	
  gène	
  unc-­‐104.	
  

	
  

V. Lark	
  :	
  un	
  nouveau	
  régulateur	
  de	
  l’homéostasie	
  des	
  cellules	
  souches	
  
intestinales.	
  

	
  

Une	
  démarche	
  parallèle	
  à	
  la	
  caractérisation	
  de	
  la	
  fonction	
  du	
  gène	
  spen	
  a	
  consisté	
  à	
  

mettre	
  en	
  place	
  un	
  «	
  mini	
  »	
  crible	
  par	
  shARNi	
  exprimés	
  soit	
  de	
  manière	
  spécifique	
  dans	
  les	
  

cellules	
  souches	
  et	
  cellules	
  Entéroblastes	
  (esgts>GAL4),	
  soit	
  de	
  manière	
  clonale.	
  Le	
  but	
  était	
  

d’identifier	
   des	
   gènes	
   codant	
   des	
   protéines	
   de	
   liaison	
   aux	
   ARN	
   ou	
   impliquées	
   dans	
   leur	
  

biogénèse,	
  importants	
  pour	
  la	
  régulation	
  de	
  l’homéostasie	
  des	
  cellules	
  souches	
  intestinales.	
  

Deux	
  gènes	
  ont	
  pu	
  être	
  identifiés	
  :	
  le	
  gène	
  staufen	
  et	
  le	
  gène	
  lark.	
  

	
   Le	
   gène	
   lark	
   code	
   une	
   protéine	
   de	
   liaison	
   aux	
   ARN	
   impliquée	
   dans	
   de	
   multiples	
  

étapes	
   de	
   la	
   biogénèse	
   des	
   ARN	
  (Markus	
   &	
   Morris,	
   2009)	
  :	
   épissage,	
   export	
   des	
   ARN,	
  

régulation	
   de	
   la	
   traduction	
   ou	
   encore	
   de	
   leur	
   stabilité.	
   Dans	
   l’intestin	
   de	
   drosophile,	
   une	
  

inhibition	
  de	
  ce	
  gène	
  dans	
  les	
  cellules	
  souches	
  et	
  cellules	
  Entéroblastes,	
  ou	
  un	
  inhibition	
  de	
  

manière	
   clonale,	
   révèle	
   une	
   accumulation	
   de	
   cellules	
   souches,	
   avec	
   un	
   enrichissement	
   en	
  

protéine	
   Delta	
   à	
   leur	
  membrane	
   (Fig.	
   6).	
   Ce	
   phénotype	
   n’est	
   pas	
   sans	
   rappeler	
   les	
   effets	
  

observés	
   lors	
   d’une	
   perte	
   de	
   fonction	
   du	
   gène	
   spen.	
   Ainsi,	
   le	
   gène	
   lark	
   semble	
   être	
  

important	
  pour	
  limiter	
  la	
  production	
  de	
  cellules	
  souches	
  dans	
  l’intestin	
  de	
  drosophile.	
  	
  

Le	
  gène	
  staufen	
  code	
  une	
  protéine	
  impliquée	
  dans	
  la	
  localisation	
  des	
  ARNm	
  au	
  cours	
  

de	
   processus	
   développementaux	
   comme	
   l’ovogénèse,	
   l’embryogénèse	
   ou	
   encore	
   la	
  

neurogénèse.	
  Une	
   inhibition	
  de	
   staufen	
  dans	
   les	
   cellules	
   souches	
  et	
   cellules	
   Entéroblastes	
  

est	
   à	
   l’origine	
   d’une	
   expansion	
   de	
   cellules	
   Entéroblastes	
   (esg+	
   Delta-­‐),	
   sans	
   accumulation	
  

massive	
   de	
   cellules	
   souches,	
   suggérant	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   prolifération	
   plutôt	
   qu’un	
  

défaut	
  de	
  différentiation	
  (Fig.	
  7).	
  Une	
  analyse	
  plus	
  détaillée	
  du	
  phénotype	
  lié	
  à	
  une	
  perte	
  de	
  

fonction	
   du	
   gène	
   staufen,	
   par	
   une	
   caractérisation	
   précise	
   de	
   la	
   composition	
   en	
   types	
  

cellulaires	
   et	
   de	
   la	
   croissance	
   de	
   clones	
   mitotiques,	
   permettra	
   de	
   corroborer	
   ces	
  

observations.	
  

Il	
  est	
  également	
  à	
  noter	
  que	
  l’inactivation	
  des	
  gènes	
  eiF4G,	
  arrest,	
  RsF1,	
  SF1	
  et	
  SmD3,	
  

impliqués	
  dans	
  le	
  contrôle	
  de	
  la	
  traduction,	
  ou	
  de	
  l’épissage	
  ne	
  présentent	
  aucun	
  phénotype	
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intestinale.	
  Ainsi,	
  l’augmentation	
  de	
  la	
  prolifération	
  observée	
  lors	
  d’une	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  

spen	
  pourrait	
  refléter	
  une	
  infection	
  bactérienne.	
  Cette	
  incapacité	
  à	
  limiter	
  l’expansion	
  de	
  la	
  

flore	
   intestinale	
   pourrait	
   expliquer	
   l’hypersensibilité	
   des	
  mutants	
   spen	
   face	
   aux	
   infections	
  

microbiennes	
  (Jin	
  et	
  al,	
  2009;	
  Jin	
  et	
  al,	
  2008).	
  

	
  

En	
   contradiction	
   avec	
   l’observation	
   d’une	
   augmentation	
   de	
   la	
   prolifération	
   en	
  

absence	
   de	
   Spen,	
   nos	
   données	
   transcriptomiques	
   ne	
   révèlent	
   pas	
   d’augmentation	
   de	
  

l’expression	
  de	
  gènes	
  associés	
  à	
  la	
  régulation	
  du	
  cycle	
  cellulaire	
  ou	
  à	
  l’activation	
  de	
  voies	
  de	
  

signalisation	
  impliquées	
  dans	
  le	
  contrôle	
  de	
  la	
  prolifération	
  des	
  cellules	
  souches.	
  Comment	
  

expliquer	
  ce	
  constat	
  ?	
  L’analyse	
  de	
  l’expression	
  différentielle	
  des	
  gènes	
  exprimés	
  en	
  absence	
  

de	
   Spen	
   révèle	
   les	
   transcrits	
   exprimés	
   deux	
   jours	
   après	
   une	
   inactivation	
   du	
   gène	
   spen.	
  

Pendant	
   cette	
   fenêtre	
   de	
   temps,	
   les	
   cellules	
   souches	
   présentent	
   un	
   enrichissement	
  

vésiculaire	
   et	
   membranaire	
   de	
   protéines	
   Delta,	
   mais	
   ne	
   prolifèrent	
   pas	
   de	
   manière	
  

aberrante.	
   L’expansion	
   des	
   cellules	
   souches	
   est	
   un	
   phénotype	
   tardif	
   qui	
   n’apparaît	
   qu’à	
  

partir	
  de	
  10	
  jours	
  d’inactivation	
  de	
  spen.	
  	
  

Bien	
   que	
   nos	
   données	
   ne	
   présentent	
   pas	
   de	
   signe	
   d’une	
   augmentation	
   de	
   la	
  

prolifération,	
   il	
   est	
   intéressant	
   de	
   noter	
   qu’en	
   cohérence	
   avec	
   cette	
   apparition	
   tardive	
   du	
  

phénotype	
   de	
   prolifération	
   lié	
   à	
   une	
   déplétion	
   de	
   spen,	
   que	
   certains	
   gènes	
   candidats	
  

sousexprimés	
  come	
  le	
  gène	
  cac,	
  semblent	
  également	
  être	
  associés	
  à	
  une	
  augmentation	
  de	
  la	
  

prolifération	
  après	
  dix	
  jours	
  d’inhibitions	
  de	
  leur	
  expression.	
  

	
  

Comment	
  alors	
  expliquer	
  l’apparition	
  tardive	
  du	
  phénotype	
  de	
  prolifération	
  dans	
  des	
  

mutants	
   spen	
  ?	
   De	
   manière	
   intéressante,	
   une	
   diminution	
   de	
   l’expression	
   des	
   gènes	
  

impliqués	
   dans	
   la	
   synthèse	
   des	
   composants	
   de	
   la	
   membrane	
   péritrophique	
   comme	
   les	
  

polymères	
   de	
   chitin	
   (Cht2,	
   Cpr51A,	
   CG33258),	
   pourraient	
   être	
   à	
   l’origine	
   d’une	
  

augmentation	
  de	
  la	
  perméabilité	
  de	
  cette	
  membrane	
  (Kuraishi	
  et	
  al,	
  2011)	
  et	
  ainsi	
  expliquer	
  

cette	
  potentielle	
  hypersensibilité	
  aux	
  infections	
  microbiennes	
  lors	
  d’une	
  perte	
  de	
  spen	
  dans	
  

l’intestin.	
  Ce	
  phénomène	
  pourrait	
  également	
  expliquer	
   le	
  phénotype	
   lié	
  à	
  une	
   inactivation	
  

embryonnaire	
  du	
  gène	
  spen,	
  à	
  l’origine	
  d’une	
  perte	
  de	
  l’intégrité	
  tissulaire	
  (Mace	
  &	
  Tugores,	
  

2004).	
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Figure	
  2.	
  Les	
  étapes	
  de	
  Biosynthèse	
  des	
  protéines	
   liées	
  aux	
  ancres	
  GPI.	
  Cette	
  chaîne	
  de	
  réactions	
  
est	
  initiée	
  dans	
  le	
  Réticulum	
  Endoplasmique	
  (RE)	
  par	
  le	
  transfert	
  d’un	
  monosaccharide	
  modifié	
  par	
  la	
  
suite	
   dé-­‐acétylé	
   (Glucosamine)	
   sur	
   un	
   Phosphatidylinositol	
   (PI),	
   puis	
   de	
   l’ajout	
   séquentiel	
   de	
  
groupements	
   de	
   mannose	
   et	
   l’éthanolamine-­‐phosphate.	
   Après	
   biosynthèse,	
   cette	
   ancre	
   GPI	
  
(Glycosyl-­‐phosphatidylinositol)	
  est	
  liée	
  covalament	
  aux	
  protéines	
  dans	
  la	
  lumière	
  du	
  RE	
  par	
  des	
  GPI-­‐
transamidases.	
  On	
   parle	
   alors	
   de	
  Glypiation.	
   La	
   protéine	
   liée	
   à	
   l’ancre	
  GPI	
   est	
   alors	
   exportée	
   vers	
  
l’appareil	
  de	
  Golgi	
  où	
  elle	
  va	
  subir	
  d’autres	
  modifications	
  avant,	
  son	
  export	
  cytoplasmique.	
  (Adapté	
  
de	
  (Fujita	
  &	
  Kinoshita,	
  2012))	
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Figure	
   3.	
   Un	
   modèle	
   d'action	
   de	
   Spen	
   sur	
   la	
   répression	
   transcriptionnelle	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  
spécification	
  des	
  cellules	
   souches.	
  Au	
  cours	
  de	
  la	
  spécification	
  de	
  l’une	
  des	
  cellules	
  filles	
  en	
  cellule	
  
Entéroblaste	
  (Delta-­‐	
  NRE+)	
  après	
  division	
  de	
  la	
  cellule	
  souche	
  (CSI),	
  les	
  gènes	
  nécessaires	
  à	
  la	
  mise	
  en	
  
place	
   de	
   l’identité	
   «	
  Entéroblaste	
  »	
   seraient	
   activés	
   en	
   parallèle	
   d’une	
   répression	
   du	
   programme	
  
d’identité	
  «	
  souche	
  ».	
  Spen,	
  potentiellement	
  aidé	
  de	
   l’histone	
  déacétylase	
  3	
  (HDAC3)	
  aurait	
  un	
  rôle	
  
de	
  co-­‐répresseur	
  de	
  l’activité	
  des	
  gènes	
  de	
  l’identité	
  «	
  souche	
  ».	
  Il	
  s’agit	
  ici	
  d’une	
  hypothèse	
  qui	
  reste	
  
à	
  être	
  démontrée.	
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dans	
  cette	
  co-­‐régulation.	
  Nous	
  avons	
  montré	
  qu’une	
  inactivation	
  du	
  gène	
  hdac3	
  reproduit	
  le	
  

phénotype	
  d’accumulation	
  de	
  cellules	
  souches	
  intestinales	
  et	
  l’enrichissement	
  de	
  protéines	
  

Delta	
  à	
  la	
  membrane	
  observé	
  lors	
  d’une	
  absence	
  de	
  Spen.	
  Il	
  serait	
  ainsi	
  intéressant	
  dans	
  un	
  

premier	
  temps	
  de	
  tester	
  si	
  ces	
  deux	
  gènes,	
  spen	
  et	
  hdac3	
  sont	
  fonctionnellement	
  liés,	
  puis	
  

d’analyser	
   dans	
   un	
   second	
   temps	
   l’implication	
   de	
   l’HDAC3	
   dans	
   l’expression	
   des	
   gènes	
   et	
  

l’épissage	
   de	
   leurs	
   transcrits	
   associés	
   dépendant	
   de	
   l’activité	
   de	
   Spen.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
  

notamment	
   été	
   montré	
   qu’une	
   modification	
   de	
   l’activité	
   des	
   HDAC	
   pouvait	
   influencer	
   la	
  

processivité	
   de	
   la	
   polymérase	
   II	
   et	
   ainsi	
   impacter	
   sur	
   la	
   maturation	
   du	
   transcrit	
   final	
  

(Hnilicova	
  et	
  al,	
  2011).	
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Revue	
  :	
  	
  
	
  

L’intestin	
  moyen	
  de	
  drosophile	
  :	
  	
  
Un	
  nouveau	
  modèle	
  d’étude	
  des	
  cellules	
  souches	
  adultes	
  in	
  vivo	
  

	
  
Mahéva	
  Andriatsilavo,	
  Louis	
  Gervais,	
  Clara	
  Fons,	
  Allison	
  J.	
  Bardin	
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Listes	
  des	
  échantillons	
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Sample Condition Total.Nb..Reads Coverage

A229T1 WT.ISC 50-289-511 47-596-595 95% 42-285-790 84% 31-525-395 63% 136
A229T2 WT.ISC 50-441-465 47-689-161 95% 41-718-456 83% 27-158-090 54% 135
A229T3 WT.ISC 50-520-865 47-452-103 94% 42-191-904 84% 29-622-326 59% 136
A229T4 SPEN.ISC 53-027-883 49-598-079 94% 44-240-400 83% 28-652-168 54% 143
A229T5 SPEN.ISC 49-969-378 46-750-848 94% 41-470-404 83% 29-845-133 60% 134
A229T6 SPEN.ISC 52-163-546 48-396-929 93% 41-756-640 80% 27-356-506 52% 135
A229T7 WT.EB 52-993-308 49-827-661 94% 44-239-128 83% 33-594-301 63% 143
A229T8 WT.EB 55-864-168 52-515-897 94% 46-104-820 83% 30-844-098 55% 149
A229T9 WT.EB 52-095-242 48-664-889 93% 43-774-828 84% 32-418-802 62% 141
A229T10 SPEN.EB 52-616-819 49-433-143 94% 42-483-514 81% 28-907-384 55% 137
A229T11 SPEN.EB 50-473-176 47-257-711 94% 42-363-130 84% 30-258-706 60% 137
A229T12 SPEN.EB 54-502-442 51-228-609 94% 45-543-322 84% 30-465-539 56% 147

Total.Nb..Mapped.
reads

Total.Nb..paired.
reads

Duplicates
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Commandes	
  utilisées	
  pour	
  les	
  analyses	
  bioinformatiques	
  
	
  
	
  

DESeq2	
  
EdgeR	
  
DEXseq	
  
Test	
  ANOVA	
  sous	
  R	
  (pour	
  les	
  quantifications	
  clonales)	
  

	
  


