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Résumeé

Au cours du développement, les organismes croissent de fagon harmonieuse suivant

un programme génétique intrins€éque et en adaptation avec les conditions environnementales.
Chaque tissu atteint une taille cible qui est proportionnelle a la taille finale des autres organes
et a celle de 'organisme. Des expériences de régénération tissulaire effectuées sur différents
modeles animaux ont révélé que chaque organe posséde un programme autonome de
croissance. Ainsi, des mécanismes de coordination entre la croissance tissulaire et le
programme de développement sont nécessaires afin d’assurer une régulation fine de
I’allométrie avant le passage du stade juvénile au stade adulte fixant la taille finale du corps.
Dilp8 (Drosophila Insulin Like Peptide 8) est une hormone analogue aux peptides de la
famille des insulines/relaxines récemment identifiée au laboratoire. Elle est produite par les
tissus dont la croissance est lésée, en régénération ou néoplasique. dilp8 inhibe la production
d’hormone stéroide (ecdysone) et retarde ainsi le passage a la forme adulte (métamorphose).
Les mutants dilp8 présentent une augmentation du bruit développemental qui se traduit par
une perte de la symétrie bilatérale des organes (asymétrie fluctuante). Ceci suggere un role de
dilp8 dans la coordination de la croissance entre les organes au cours du développement.
Au cours de ma thése, j’ai pu montrer que la voie de signalisation Hippo, son activateur
transcriptionnel Yorkie et son co-partenaire Scalloped régulent directement les niveaux
transcriptionnels de dilp8 via un Hippo Responsive Elements (HRE) présent dans le
promoteur de dilp8. La voie de signalisation Hippo joue un rdle clé dans le contrdle de la
taille des organes en couplant les paramétres biomécaniques des tissus (densité cellulaire,
contraintes physiques et pressions induites par la croissance) avec la capacité de prolifération
cellulaire. Les expériences de génétique que j’ai réalisées indiquent que la délétion du HRE
présent dans le promoteur de dilp8 suffit a induire une asymétrie fluctuante. Ces résultats
démontrent qu’un couplage étroit, entre la voie de signalisation Hippo et I’expression de
dilp8, est requis pour le controle de la stabilité¢ développementale.



Avant propos

Les organismes croissent de manieére harmonieuse et chaque organe ou tissu atteint
une taille finale en proportion avec le reste du corps. Cependant, des expériences de
régénération et de transplantation effectuées sur différents modeles animaux montrent que les
organes possédent un programme autonome de croissance. On connait trés peu de chose
concernant les mécanismes senseurs qui induisent un arrét de croissance lorsque la taille
finale d’un organe est atteinte. Une particularit¢é commune a la croissance tissulaire et aux
processus de régénération tissulaire est 1’existence dans les deux cas, d’un couplage avec le
programme de développement de 1’organisme. Ceci a pour effet de prévenir le passage du
stade de croissance juvénile au stade adulte tant que les différents tissus n’ont pas atteint leur
taille cible. Ce couplage est essentiel pour la conservation des proportions entre les différentes
parties de I’organisme.

Au cours de ma thése, j’ai cherché a étudier différentes questions biologiques telles
que « Comment les organes ressentent ils leurs tailles finales ? » « Comment la croissance des
organes est elle coordonnée ? » « Quels sont les mécanismes coordonnant croissance des
organes et horloge développementale ? »

Au cours de mon introduction, je présenterai tout d’abord les grands principes de la
croissance. Puis, je développerai mon modéle d’étude, la drosophile, connu pour la richesse
de ses outils génétiques.

Ensuite, je détaillerai les mécanismes systémiques contrdlant la croissance larvaire, en
me focalisant sur les croissances extrinséques et intrinseques. La croissance extrinséque,
dépendante des conditions de nutrition, est contrdlée par voie de I’insuline. La voie de
signalisation insuline/IGF est fortement conservée chez la drosophile. Cependant, il existe une
différence majeure entre la drosophile et les mammiferes : les Dilps (drosophila insulin like
peptides) portent a la fois les fonctions métaboliques de I’insuline et les fonctions de
croissance des IGFs des vertébrés. La croissance intrinseque étant controlée par de nombreux
mécanismes, je détaillerai principalement dans mon introduction le réle des morphogenes et
de la voie de signalisation Hippo.

Puis, je présenterai les mécanismes impliqués dans la coordination de la croissance des
organes. De nombreuses expériences ont montré que chaque organe posséde un programme
autonome de croissance, grandissant a différentes vitesses et durant différents stades
développementaux. Un mécanisme de couplage doit s’assurer que chaque organe a atteint sa
taille finale avant de passer au prochain stade développemental. Lorsque 1’on affecte ces
mécanismes de couplage, on entraine une dérégulation de la stabilité développementale, se
traduisant par une asymétrie des organes pairs. Il est essentiel de comprendre quels
mécanismes sont impliqués dans la détermination finale de la taille des organes et la
coordination de la croissance entre organes.

Dans une derniére partie, je présenterai la découverte d’une nouvelle hormone de
coordination de la croissance, Dilp8 et son rdle face a un stress et au cours du développement
normal.



L’équipe a montré que le geéne dilp§ est fortement induit au niveau transcriptionnel
dans plusieurs conditions de perturbation de la croissance tissulaire. Son expression varie au
cours du développement larvaire, avec un pic d’expression au milieu de la période larvaire et
une forte réduction de son expression avant la transition larvaire/pupale. Ceci suggere que
I’état de maturation/croissance des tissus influe directement sur le niveau d’expression du
gene dilp8. dilp8 est donc impliqué dans le couplage de la croissance tissulaire et le
programme développemental. De fagon surprenante, un mutant hypomorphe pour dilp8
présente une asymétrie bilatérale.

Au cours de ma these, j’ai cherché a comprendre le couplage entre I’expression de
dilp8 et I’état de croissance/maturation des organes. A cet effet, j’ai étudié¢ la régulation
transcriptionnelle de dilp§. J’ai pu montrer que la voie de signalisation Hippo, son activateur
transcriptionnel Yorkie et son co-partenaire Scalloped, régulent directement les niveaux
transcriptionnels de dilp8 via des Hippo Responsive Elements (HRE) présents dans le
promoteur de dilp8. La voie de signalisation Hippo joue un rdle clé dans le contrdle de la
taille des organes en couplant les parameétres biomécaniques des tissus (densité cellulaire,
contraintes physiques et pressions induites par la croissance) avec la capacité de prolifération
cellulaire. Les expériences de génétique que j’ai réalisées indiquent que la délétion des HREs
présents dans le promoteur de dilp8§ suffit a induire une asymétrie fluctuante. Au cours du
développement, 1’état de croissance du disque modifie les tensions et forces mécaniques au
sein du disque imaginal. Ces modifications contrdlent la voie de signalisation Hippo. De
fagon intéressante, la voie de signalisation Hippo contrdle la croissance au niveau de la
cellule, a I’aide des interactions hétérophiliques de type Fat/Ds de facon autonome cellulaire
ou au niveau du tissu dans son intégralité. Ces résultats démontrent qu’un couplage, entre la
voie de signalisation Hippo et I’expression de dilp8, est requis pour le contrdle de la stabilité
développementale.

J’ai aussi contribué a démontrer que le récepteur de Dilp8, Lgr3, exprimé dans une
paire de neurones nommés GCL, est responsable du phénotype d’asymétrie caractéristique
des mutants hypomorphes pour dilp8. L’inhibition de Lgr3 au sein des neurones GCL en
présence d’une surexpression de dilp8 montre une désynchronisation de la croissance des
tissus périphériques. dilp8 est donc surexprimé par un tissu dont la croissance est affectée et
signale au niveau du cerveau.
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Introduction

I. Introduction générale

Une des questions les plus excitantes de la biologie développementale est de
comprendre comment la croissance autonome de chaque organe est coordonnée pour former
un adulte aux proportions correctes. Au cours du développement, la croissance est ajustée a
différents niveaux, celle de 1’organisme, de 1’organe et enfin des tissus ou compartiments au
sein de chaque organe. Toutes ces croissances autonomes doivent étre coordonnées pour
produire un adulte aux proportions appropriées. De plus, les programmes de croissance
individuelle doivent intégrer des informations extrinséques (nutrition, variations
environnementales) et des signaux intrinseques (patrimoine génétique) pour former un adulte
ou la taille de chaque organe est calibrée avec la taille finale de I’organisme.

Croissance normale

La croissance est définie par une augmentation de la taille ou de la masse d’un tissu ou
d’un organisme. Cette augmentation dépend de trois procédés principaux chez les animaux :
la prolifération cellulaire, I’agrandissement de la taille des cellules sans division, ou par
I’ajout de matériel extracellulaire (sécrétion d’une matrice dans le cas de ’0s).

Deux parameétres majeurs caractérisent la croissance et déterminent la taille finale d’un
adulte. Le premier paramétre est la durée de la période de croissance, temps au cours duquel
I’organisme grandit. Le deuxiéme paramétre est le taux de croissance qui correspond a la
vitesse de croissance de 1’organisme (augmentation de sa masse au cours du temps).

La taille finale d’un organisme est intimement liée avec la taille des organes
individuels qui le composent.

Allométrie

L’allométrie est 1’étude des relations qui lient la croissance relative des différents
organes a la croissance de I’individu dans son intégralité. L’allométrie signifie littéralement
«autre que métrique » et vient de «allo» en grec qui signifie « autre ». Elle définit, en
biologie, les mécanismes de croissance différentielle des organes. L’allométrie caractérisée
par des taux de croissance variés pour chaque organe doit néanmoins aboutir a la formation
d’un individu aux proportions correctes. Les proportions des différents organes sont
controlées génétiquement et peuvent avoir un impact sur 1I’évolution d’une espéce. Ainsi chez
I’homme, la croissance du cceur est isométrique par rapport a la croissance du corps dans son
intégralité, possédant approximativement le méme taux de croissance. A [D’inverse, la
croissance du cerveau s’arréte a 1’age de 6 ans correspondant a une croissance hypo-
allométrique. La taille de la téte devient progressivement plus petite au fur et mesure de la
croissance de I’individu. La présence d’une hyper ou d’une hypo céphalie peut avoir des
conséquences dramatiques, confirmant le role essentiel de I’allométrie. Chez la drosophile, la
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parfaite symétrie des ailes est essentielle pour une bonne aptitude au vol, et une forte capacité
reproductive. Ces exemples confortent I’idée que les mécanismes de contrdle des proportions
sont extrémement importants et par conséquent doivent étre extrémement robustes. Peu
d’¢éléments sont actuellement connus sur les mécanismes développementaux qui assurent une
croissance isométrique, hypoallométrique ou hyperallométrique de ’organe par rapport a la
taille finale. Le cas de la croissance des organes pairs est encore plus intriguant. Quels
processus entrent en jeu pour permettre & 2 organes pairs, en absence de tout contact
physique, de posséder a la fin du développement approximativement la méme taille ?
Comment, lors d’une lésion sur I’'un des organes pairs, [’autre organe pair non lésé va-t’il
percevoir la 1ésion et s’adapter en ralentissant son développement ?

Croissance intrinséque

L’évidence de la présence de mécanismes intrinseques de régulation de la taille,
provient d’expériences de transplantations de bourgeons entre des especes de différentes
tailles de salamandre du genre Ambystoma (Twitty and Schwind, 1931) (Harrison, 1924).
Dans les années 20, Harrison a montré que les bourgeons des membres provenant de 2
especes transplantés dans des donneurs, se développent en fonction de la taille d’origine du
membre du donneur méme si ces bourgeons sont transplantés dans un receveur de taille
différente a celle du donneur (Figl).

Membre provenant d’un bourgeon

g — transplanté

Figure 1 : La taille des membres est génétiquement programmeée chez la salamandre.
Un bourgeon membranaire d’une grande espéce de salamandre Ambystoma trigrinum est transplanté sur un
embryon d’une plus petite espece Ambystoma punctatum. Le transplant grandit plus que les membres de 1’hote

atteignant la taille qu’il aurait atteinte chez Ambystoma trigrinum.
Photographie de Harrison, R.G, 1969

Cette expérience confirme que, quelques soient les facteurs circulants tels que les
hormones qui influencent la croissance, le controle intrinséque de la croissance est primordial.
Ce modele de I'organe controlant de fagcon autonome la taille finale cible a atteindre est

12



appuy¢ par des observations chez la drosophile. En 1985, une expérience de Bryant et
Lenvinson consiste a transplanter des disques précoces (début du troisieme stade larvaire)
dans un environnement permissif de croissance, I’abdomen de femelle adulte. Ils montrent
que les disques atteignent la taille finale approximativement attendue a la fin du
développement larvaire. Cette expérience confirme 1’existence d’un mécanisme de
détermination autonome de la taille.

Un mécanisme autonome de contrdle de la taille du disque est présent et fonctionne
dans un environnement hétérologue (Fig2)(Bryant and Levinson, 1985).

disque précoce

) > B

| transplantation

/9 /9

Figure 2 : Expérience de transplantation chez la drosophile.

L’existence d’un mécanisme autonome de détermination de la taille est illustrée par cette expérience de
transplantation. Un disque précoce provenant d’une jeune larve est disséqué et transplanté dans 1’abdomen d’une
mouche adulte, grandissant jusqu'a la taille attendue a la fin du programme développemental.

Le mécanisme de I’homéorhésie, décrit par Waddington en 1940, consiste a un retour
a la séquence normale de développement d’un organe lorsque celui-ci a subi une perturbation
de son programme de croissance. Les organes suivent une trajectoire déterminée de
croissance. Face a une perturbation, deux types de croissances différentes peuvent se mettre
en place.

Le premier type est la croissance régénérative. Au cours du développement, lorsque la
croissance d’un organe est affectée par manipulation génétique, physique ou face aux
variations environnementales, une croissance régénérative de I’organe 1ésé se met en place
compensant la perte de masse a la fin du développement et se traduisant par un retard
développemental.

Le deuxiéme type est la croissance de rattrapage, qui est défini par une augmentation
temporaire du taux de croissance en réponse a une situation de retard de croissance. La
croissance de rattrapage compense pour la perte potentielle de masse que I’organe aurait di
acquérir si la croissance s’était déroulée normalement.

La croissance de rattrapage, mécanisme homéorhétique, est a différencier du
mécanisme homéostatique de la croissance régénérative ou compensatoire. La croissance
régénérative implique la croissance supplémentaire d’un organe apres la perte d’une masse
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tissulaire (régénération du foie aprés une hépatectomie) dans le but d’un retour a I ‘état
d’équilibre. Quant a elle, la croissance de rattrapage compense la perte de masse potentielle,
c’est a dire la masse de tissu qui aurait di étre ajoutée a 1’organe au cours de sa croissance
normale dans le but d’un retour sur la trajectoire développementale.

Croissance régénérative

Une partie des invertébrés et certains vertébrés primitifs possédent une capacité
remarquable de régénération des organes. Un des objectifs de I’étude de ces mécanismes de
régénération dans un organe, est de comprendre les processus de stimulation de la
régénération tissulaire et les raisons pour lesquelles cette croissance compensatoire est perdue
partiellement a 1’dge adulte, et trés peu répandue chez les mammiféres (Uygur and Lee,
2016). Toutefois des travaux ont montré une régénération de certains tissus feetaux ou
embryoniques de mammiferes tels que la peau sans formation de cicatrices (Nodder and
Martin, 1996). En effet, le foetus en développement a une capacité a cicatriser des lésions
épidermales, régénérant a 1’identique 1’épiderme. Cette croissance régénérative au site de la
1ésion est possible en modulant la réponse immunitaire adaptative.

Une meilleure compréhension des génes clés impliqués dans la mise en place d’une
cicatrisation étendue a la place d’une régénération a 1’identique pourrait avoir un rdle crucial
dans le développement d’une future thérapie régénérative des organes a 1’age adulte.

Chez les mammiferes, un des rares organes conservant sa capacité de croissance
compensatoire a 1’age adulte est le foie (Michalopoulos, 1990). Ainsi, méme si plus de 75%
du foie est 6té chirurgicalement, I’organe peut régénérer jusqu'a atteindre une masse normale.

Une des raisons pour lesquelles le foie conserve cette capacité régénérative au stade
adulte est le lien entre la taille et la fonction du foie. En effet, si le foie est trop petit, il ne
produira pas suffisamment de bile et un mécanisme activant sa croissance se mettra en place.
A D’inverse, lorsque le foie aura atteint sa taille adéquate, la croissance sera arrétée grace a un
mécanisme d’arrét de la croissance. Cette hypothése est appuyée par diverses expériences,
telles que la transplantation du foie d’un petit chien dans un plus grand animal. En réaction a
cette transplantation, un mécanisme d’activation de la croissance se met en place, le foie
grandit pour pouvoir assurer pleinement sa fonction et délivrer un volume de bile adéquat au
volume de I’animal receveur (Kam et al., 1987). Une autre expérience porte sur le lien entre la
taille du foie et sa fonction. En réponse a un stress dii a un excés de xénobiotiques ou de
I’administration de phénobarbital, le foie subit une hyperplasie. Cette hyperplasie compense
la perte de masse hépatique et rétablit la production d’un volume de bile adéquat (Columbano
and Shinozuka, 1996).

De récentes études suggerent que les niveaux de bile permettent au foie d’évaluer la
fonctionnalité de 1’organe. Les acides biliaires sont synthétisés par le foie et sécrétés dans
I’intestin gréle. Les acides biliaires sont ensuite réabsorbés et retournent au foie ou ils sont
repris par les hépatocytes, participant a la circulation entérohépatique. Une faible
augmentation du flux d’acide biliaire entraine une augmentation de la taille du foie (Huang et
al., 2006). Une étude complémentaire a montré qu’un drainage du liquide biliaire en dehors
du foie pendant 7 jours avant une hépatectomie, retarde la régénération ultérieure du foie (Lui
and Baron, 2011).
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Croissance de rattrapage

Si I’'un des organes subit une inhibition de sa croissance (par exemple due a une
carence ou une déficience en hormones de croissance), cet organe doit modifier sa croissance
autonome pour rester dans son programme développemental (Rosello-Diez and Joyner, 2015).
Dans ce but, I’organe s’engage dans une croissance de rattrapage (catch up growth).

Cette croissance de rattrapage consiste en une accélération temporaire du taux de
croissance qui perdure jusqu’a atteindre une trajectoire de croissance normale.

Au cours d’une croissance normale, la prolifération diminue progressivement jusqu'a
entrainer un arrét de la croissance. Cette diminution de la prolifération entrainant un arrét de
la croissance pourrait donc étre contrdlée par un mécanisme intrinséque dépendant de 1’age de
I’organe et aboutissant a la diminution progressive des geénes activant la croissance tels que
les IGF, myc ... La modification de ce programme génétique de croissance ne semble pas étre
contrélée par la durée de la période de croissance mais plutdt par 1’age du tissu. Ainsi, des
conditions d'inhibition de croissance ralentissent la progression du programme génétique, et
par conséquent conserve le potentiel de croissance (Finkielstain et al., 2013).

Ce modele est soutenu par des études sur le rat, ou, I'utilisation d’un régime
alimentaire déficient en tryptophane permet de ralentir la croissance postnatale. Apres une
période d'inhibition de la croissance de la naissance a 4 semaines postnatales, l'analyse de
I’ARNm de génes activateurs de la croissance (de la premiére semaine a la 20°™ semaine)
indique que le programme génétique limitant la croissance a été retardé. La période
d'inhibition de la croissance due a une carence en tryptophane a retardé la diminution du taux
de prolifération attendu dans les reins et les poumons. Le retour des animaux a un régime
alimentaire normal entraine une élévation du taux de prolifération dans le foie, les reins et les
poumons, supérieure par rapport aux animaux témoins (Lui et al., 2010). Ces données
suggerent que l'inhibition de la croissance ralentit la progression du programme génétique,
retardant ainsi la perte de la capacité proliférative, et permettant une croissance de rattrapage.
Le programme génétique d’arrét de la croissance n’est donc pas seulement fonction de I’age
de I’organe, mais aussi de son état de maturation.

Toutefois ces résultats sont & modérer. En effet, tous les organes ne compensent pas
leur déficit de croissance par une croissance de rattrapage efficace. Les reins, par exemple,
présentent un pic de prolifération suite a I’arrét du tryptophane. Ce pic n’est cependant pas
suffisant pour que le rein atteigne la taille finale attendue a la fin de croissance postnatale.

Mécanismes d’arrét de la croissance

L’une des questions irrésolues dans le domaine de la croissance concerne la
compréhension des mécanismes et signaux qui entrainent 1’arrét de la croissance.

L’une des hypothéses serait que des chalones, facteurs solubles qui sont sécrétés par
des cellules d’un organe régulent négativement la croissance de cet organe. Ces chalones
seraient produites en quantité proportionnelle a la masse de 1’organe (Sharpey-Schéfer, 1916).
Les chalones sont décrites comme possédant une activité spécifique de controle de la
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croissance de chaque organe, et sont a actions réversibles et non toxiques (Bullough, 1971)
(Maugh, 1972). Dans les années 1970, de nombreuses équipes de recherches s’appliquent a
isoler ces chalones. L’incapacité a les purifier aboutit peu a peu a I’abandon des recherches au
début des années 80. En 1997, une molécule possédant les propriétés caractéristiques des
chalones est identifi¢e. Il s’agit de la myostatine (McPherron et al., 1997). Des souris
mutantes pour la myostatine présentent une augmentation systémique de la masse musculaire
au cours du développement. Les adultes mutants pour la myostatine possédent 2 fois plus de
masse musculaire que les controles. En 2000, une étude montre que la myostatine est sécrétée
par les myoblastes en cours de différentiation, bloquant la prolifération d’une partie des
cellules précurseurs des muscles en agissant sur le cycle cellulaire (arrét en phase G1).

La myostatine en agissant comme répresseur de la croissance est capable de définir le
volume musculaire a la fin du développement, remettant au golit du jour la notion de chalones
(McPherron et al., 1997) (Thomas et al., 2000). Ces expériences montrent que des chalones
pourraient étre produites localement pour réguler négativement la croissance d’un organe et
retarder sa croissance.

Ces principes biologiques m’ont amené a me poser les questions suivantes au cours de
ma thése :
Comment les organes ressentent ils leurs tailles finales ?
Comment la croissance des organes est elle coordonnée ?
Quels sont les mécanismes coordonnant croissance des organes et horloge
développementale ?

Pour tenter de répondre a ces questions, j’ai utilisé la drosophile comme mod¢le
d’étude. La drosophile est actuellement un modéle riche en outils génétiques et avec de
nombreuses équipes réalisant actuellement des progres considérables sur les mécansimes de
compréhension de la croissance.

Il. La drosophile, un modele d’étude de la croissance des organes

En 1794, le pocte William Blake, dans son recueil « Chanson de I’innocence et de
I’expérience » dédicace 1’'un de ses poeémes a la mouche. Il termine ce poéme par les vers
suivants : « Ne suis-je pas une mouche comme toi ? Ou n’es-tu pas un homme comme
moi ? ». De nos jours, de nombreuses études ont confirmé I’existence de fortes similarités
entre la drosophile et ’homme.

Depuis plus de 100 ans, la drosophile est un modéle utilis¢é pour la recherche
scientifique et médicale. Décrite pour la premiere fois en 1830 par le Dr Meigen, elle devient
un insecte au service de la science au début du XXeéme siecle. En 1910, le Dr Morgan
identifie par hasard la mutation « ceil blanc ». Le Dr Morgan et ses étudiants développent
ensuite la théorie chromosomique de 1’hérédité, de la liaison des geénes et du crossing over.
Ces études permettent 8 Morgan de recevoir le prix Nobel en 1933. La drosophile devient
alors un modéle d’étude incontournable (Bier, 2005).
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De prime abord, la drosophile et I’homme semblent extrémement différents. Ces deux
especes posseédent pourtant les mémes mécanismes biologiques fondamentaux et voies de
signalisations conservées au cours de I’évolution. En effet, grace au séquencage du génome
de la drosophile, plus de 75% des geénes identifiés qui sont mutés, délétés ou amplifiés dans
des pathologies humaines, ont leur équivalent chez la drosophile (Pickeral et al., 2000) (Banfi,
1996)(Reiter et al., 2001)(Adams et al., 2000)(Giot et al., 2003).

La drosophile est le modele idéal pour aborder de nombreuses questions de biologie
cellulaire et de génétique développementale. De plus, de puissants outils génétiques offrent
une vaste quantité de lignées transgéniques contenant des mutations endogenes, insertions
d’¢léments P, RNAIi, déficience, inversion, duplications, qui sont actuellement disponibles
(stock centers Bloomington, VDRC, Kyoto...) et cataloguées (Flybase).

Des techniques de modification de I’expression d’un geéne spécifiquement dans un
groupe de cellules, tels que le systtme UAS/Gal4, permettent I’étude de geénes essentiels tout
en s’affranchissant des risques de létalit¢ (Brand and Perrimon, 1993). De plus, la génération
de tissus mosaiques grace a la technique de Xu et Rubin, a permis la réalisation de cribles
génétiques en présence de mutations de génes affectant des mécanismes biologiques
essentiels (Xu and Rubin, 1993). Un deuxieme systeme d’expression binaire LexA/Lexop a
été récemment identifié. Il n’interagit pas avec le systetme UAS/Gal4. La combinaison de ces
2 systémes d’expression permet d’exprimer un géne dans un premier tissu et un autre gene
dans un second tissu et d’analyser I’interaction entre les 2 tissus (del Valle Rodriguez et al.,
2012).

Grace a de nouveaux outils d’ingénierie génétique, il est trés simple de générer de
nouvelles lignées mutantes. Par exemple, la technique CRISPR (courtes répétitions
palindromiques groupées et régulicrement espacées) permet de réaliser une mutagénese
dirigée avec une haute efficacité, facilitant I’étude d’un géne d’intérét (Baena-Lopez et al.,
2013).

De nombreuses ressources bioinformatiques existent. Les génomes de Drosophila
melanogaster et des 12 espéces les plus étroitement apparentées sont annotés et de
nombreuses bases de données donnent acces a 1’expression spatio-temporelle des genes
annotés, les interactions protéiques... (St. Pierre et al., 2014).

Au cours des dernieres années, la drosophile s’est placée comme un excellent modéle
pour décrypter les mécanismes de régulations impliqués dans la génération d’un adulte a la
taille finale et aux proportions conservées.

lll. Croissance des organes chez la larve

1. Modeéle général de la croissance larvaire

Le cycle de vie de la drosophile est comparable a celui de nombreuses espéces
animales, avec quatre stades principaux : développement embryonnaire, stade juvénile,
maturation sexuelle et age adulte (Fig3). Apres fertilisation de 1’ceuf, le développement
embryonnaire se met en place, suivi par le stade juvénile (enfance chez ’homme, larve chez
la drosophile). Une phase de maturation sexuelle a ensuite lieu, correspondant au stade pupal

17



chez la drosophile et a 1’adolescence chez I’homme. Ce cycle de vie se termine par 1’age

adulte, correspondant pour la mouche et pour I’homme, a la phase active de reproduction.
Chez la drosophile, la taille finale de I’adulte est déterminée par la taille de la larve

atteinte, avant ’entrée en pupaison (Edgar, 2006). En effet, ’exosquelette, formant la cage

pupale, empéche tout gain de volume, limitant 1I’expansion de la taille finale de 1’individu. La
transition larve-pupe définit donc la taille finale de I’individu.
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Figure 3 : Cycle de vie de la drosophile.
D’aprés un cours de biologie du Kenyon College :

http://biology.kenyon.edu/courses/biol114/Chap12/FG18 03.JPG

Aprées fertilisation, I’embryon se développe sous forme d’un ceuf. Pendant ce stade
embryonnaire, les axes du corps sont établis, suivis par la cellularisation, la gastrulation, la
segmentation et des événements morphogénétiques complexes aboutissant a I’éclosion d’une
larve (Rivera-Pomar and Jacki, 1996).

Le développement se poursuit ensuite par la phase larvaire qui contient 3 stades (L1-
L3), séparés par deux mues. Entre chaque mue, une nouvelle cuticule se forme, permettant la
croissance de I’animal.

Chez la larve, deux types de tissus sont présents, le tissu larvaire et les tissus
imaginaux. La taille des cellules du tissu larvaire augmente sans aucune division cellulaire
grace a une série de duplication du génome multipliant jusqu’a 200 fois la masse de la larve
(Church and Robertson, 1966). Cette augmentation de la masse corporelle au cours du stade
larvaire est attribuée a la croissance du tissu larvaire endoréplicatif contrdlée principalement
par les voies de signalisation TOR et Inr.
A la fin du stade larvaire, la larve se transforme en pupe au cours de la métamorphose.
La métamorphose démarre quand I’inhibition qui prédomine pendant le stade larvaire est
levée par des facteurs environnementaux (température, oxygene, nutrition) et des facteurs
hormonaux (ecdysone). Au cours de cette métamorphose, une phase intense de remodelage et
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de changement dans la structure corporelle se met en place et s’achévera par 1’éclosion de
’adulte.

Pendant le stade pupal, la plupart des tissus larvaires (I’appareil digestif, les glandes
salivaires et certains muscles) sont histolysés, entrant dans un cycle de mort cellulaire
programmeée, a 1’exception d’une partie du corps gras (Lee et al., 2002)(Nelliot et al., 2006).

Spécifiés durant I’embryogénéese, les tissus imaginaux préexistent depuis le stade
embryonnaire et sont constitués de tissus prolifératifs. Les tissus imaginaux se sont
développés au cours de ce stade larvaire sous forme de structures épithéliales (équivalent des
bourgeons membranaires chez les humains). Ils se métamorphoseront pour former les organes
et les appendices de la mouche adulte.

2. Les disques imaginaux, précurseurs des structures adultes chez la
drosophile

Au sein de la larve de drosophile, les disques imaginaux, superpositions de couches de
cellules épithéliales a partir desquelles les structures adultes sont formées, sont le modéle
idéal pour I’étude des processus gouvernant la croissance des tissus (Figd) (Weinkove and
Leevers, 2000). Le disque imaginal d’aile est un tissu qui est mis en place durant le stade
embryonnaire du développement de la drosophile. Il est destiné a devenir 1’aile et le
mésothorax. Apres 1’éclosion, la larve traverse 3 stades développementaux séparés par des
mues au cours desquelles le disque imaginal est formé et grandit jusqu’a atteindre une taille et
une forme caractéristiques.

Larve :::> Métamorphose E> Mouche Adulte

glande Disques imaginaux de :
salivaire

bouche

antenne

oeil

patte

haltére

aile

plaque
génitale

Figure 4 : Les tissus imaginaux, précurseurs des structures adultes chez la drosophile.
Les tissus imaginaux sont des feuillets de cellules épithéliales qui vont former les structures adultes de la
mouche

D’aprés le livre : Principles of developement, Lewis Wolpert, Cheryll Tickle, 4™ édition.
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A la fin du 3°™ stade larvaire, le disque imaginal d’aile est composé de 2 couches
distinctes de cellules, la membrane péripodiale et le disque imaginal lui méme. Ce disque est
aussi divis¢ en 3 lignées de cellules qui composeront le futur notum, la charnicre et ’aile. Le
disque est aussi séparé en 4 compartiments définis par les frontiéres antéro-postérieure (axe
A/P) et dorso-ventrale (D/V) (Fig5). Les compartiments sont des entités formées par un
groupe de cellules a I’avenir commun.

Figure 5 : Compartiment du disque imaginal d’aile a la fin du 3*™ stade larvaire.

La frontiére antéro-postérieure est délimitée par I’expression du géne sélecteur engrailed. L’expression du géne
sélecteur apterous définit la frontiére dorso ventrale

D’aprés Dahmann, C., Oates, A.C. & Brand, M., 2011. Boundary formation and maintenance in tissue
development. Nature reviews. Genetic

Dix heures apreés la ponte, le disque imaginal d’aile est formé au cours de
I’embryogénése par une invagination de I’ectoderme embryonnaire (Bate and Arias, 1991).
Dans la larve nouvellement éclose, le disque d’aile apparait comme un sac ovale transparent
reli¢ a I’épiderme larvaire par la tige péripodiale (Bryant and Levinson, 1985). Au cours des
stades larvaires, le disque imaginal d’aile grandit jusqu’a atteindre sa taille et sa forme finales,
en intégrant des changements dans la forme et la prolifération des cellules le constituant.

Pendant la majeure partie du premier stade larvaire, les cellules du disque d’aile
grandissent sans se diviser, augmentant leurs volumes jusqu’a 6 fois. Une série de mitoses
démarre ensuite 15 heures aprés 1’éclosion. Les cellules deviennent plus plates et allongées
aboutissant a une élongation du disque d’aile le long de I’axe antéro-postérieur (Mandaravally
Madhavan and Schneiderman, 1977).

Au cours du second stade larvaire, le nombre de cellules augmente de fagon
inversement proportionnelle aux volumes de celles-ci, entrainant des changements
considérables dans la forme des cellules. Les cellules forment alors 2 couches distinctes : la
membrane péripodiale et le disque. 60 heures apres la ponte, les cellules du disque d’aile
prennent la forme de colonnes selon un processus dépendant du morphogéne dpp.

Les cellules du disque d’aile continuent a se diviser rapidement jusqu’au milieu du
3éme stade larvaire ou les taux de prolifération commencent a baisser. Ce taux baisse
continuellement ainsi que le volume des cellules jusqu’a la fin du stade larvaire ou la
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croissance du disque cesse. Le disque a atteint sa taille finale, constitu¢ de 30 a 50000
cellules. Le disque d’aile s’invagine apres le début de la métamorphose et continue a se
diviser au cours du premier stade pupal (Schubiger and Palka, 1987).

a. La croissance est elle homogéne au sein du disque imaginal d’aile ?

A sa formation, le disque d’aile est initialement composé d’environ 40 cellules, et
atteindra a la fin de sa croissance larvaire, 50000 cellules. Les divisions cellulaires se
déroulent dans I’intégralité du disque et cessent uniformément lorsque la taille finale du
disque est atteinte. Des expériences préliminaires ont déja montrées que la taille finale de
I’aile n’est pas corrélée avec un nombre défini de divisions cellulaires ou un nombre total de
cellules a atteindre. La taille finale de I’aile semble étre contrdlée par certains mécanismes qui
mesurent et surveillent la taille globale du disque d’aile en développement et ajustent le
nombre de divisions cellulaires ainsi que la taille des cellules en conséquence.

La croissance du disque peut aussi étre découplée de la prolifération cellulaire. Si les
divisions cellulaires sont bloquées dans le compartiment antérieur ou postérieur du disque
d’aile au stade larvaire, la taille finale de ’aile est normale mais les cellules ont une taille
individuelle plus grande (Neufeld et al., 1998).

D’autres expériences ont montré que la taille d’un organe ou d’une partie de celui-ci
ne dépend pas du nombre de divisions cellulaires. Pour confirmer ce résultat, il suffit de
réaliser des clones dont la croissance est ralentie (phénotype de type minute). Les cellules de
type sauvage se divisent plus rapidement. Le nombre de cellules de type sauvage est donc
supérieur au nombre de cellules de type « Minute ». Néanmoins, la taille finale du tissu ou du
compartiment n’est pas affectée (Morata and Ripoll, 1975).

Bien que la croissance du disque d’aile est représentée comme une sigmoide
asymétrique en terme de nombre de cellules (Fig6), les différentes régions du disque ne
croissent pas a la méme vitesse. En 1970, Bryant vit que le nombre de cellules du mésonotum
représente 1/3 du nombre total de cellules du disque au cours du deuxi¢me stade larvaire. Au
cours du troisiéme stade larvaire, le nombre de cellules correspondant au mésonotum n’est
plus qu’1/6, indiquant que le mésonotum grandit plus lentement a ce stade. De plus, il
démontra plus tard en 1985, que la zone périphérique de la poche centrale du disque ne
prolifere pas a la fin du stade larvaire (Bryant and Levinson, 1985).

L’équipe du Dr Morata a montré un plus fort taux de prolifération cellulaire dans le
compartiment postérieur entre 36 et 60 heures apres la ponte, confirmant la présence d’une
croissance non uniforme au sein du disque (Lawrence and Morata, 1976).

L’équipe du Dr Johnston a démontré un plus faible doublement du nombre de cellules
dans la charniére de 1’aile en comparaison avec la poche centrale entre 48 et 115 heures apres
la ponte (Johnston and Sanders, 2003).

Toutes ces expériences confirment que la prolifération cellulaire n’est pas homogene
au cours du temps et de I’espace au sein du disque imaginal d’aile (Fig6). Cette croissance
nécessite donc la présence d’organisateurs tels que les morphogeénes. Au cours du
développement, le disque d’aile est divisé en compartiments. Les cellules de chaque
compartiment ont une identité spécifique et ne peuvent pas se mélanger avec les cellules des
autres compartiments.

21



critical size pupariation

wandering
begins
0 15
o-0-010—
-11 L ° k18

Em;mm‘ 11

O
log (wing cell number)

log (dry body mass) (mg)

=71 T T
50 100
hours after hatching

pre-critical size  |body’s

growth TGP
wing’s
TGP

Figure 6 : Croissance cellulaire du disque imaginal d’aile et croissance de la larve

(masse).

Les ronds blancs représente la croissance de 1’organisme en logarithme de la masse au cours du temps. La
croissance de la larve commence a I’éclosion et finit lors du comportement d’errance de la larve.

Les carrés blancs et gris représentent la croissance du disque imaginal d’aile selon 2 études différentes (carrés
blancs (Martin, 1982) et carrés gris (Bryant and Levinson, 1985).

La croissance des disques imaginaux d’ailes commence a la fin du premier stade larvaire et cesse au moment de
I’entrée en pupe.

D’aprés Shingleton, A.W., Mirth, C.K. & Bates, P.W., 2008. Developmental model of static allometry in
holometabolous insects. Proceedings. Biological sciences / The Royal Society

Une étude récente réalisée par le Dr Eaton a montré qu’au cours du stade pupal, la
contraction de la charnicre de 1’aile soumet la pale de 1’aile a de fortes tensions. Ces tensions
entrainent une orientation précise de I’¢longation cellulaire, des réarrangements cellulaires, et
des divisions cellulaires qui vont réorienter 1’¢longation de ’aile dans I’axe proximal-distal.
Ce mécanisme est indispensable pour I’obtention d’une aile parfaitement formée. En effet,
I’ablation de la charnie¢re de 1’aile en agissant sur la polarité planaire, modifie la forme de
I’aile au stade pupal. Ces expériences ont permis de montrer que la contraction de la charnicre
de I’aile entraine la formation d’un flux de cellules provenant de la charniére qui va réorienter
les divisions cellulaires dans ’axe proximal-distal de polarité planaire de 1I’épithelium de
I’aile de drosophile (Aigouy et al., 2010).

De nombreux mécanismes cellulaires sont indispensables pour s’assurer que le
programme développemental du disque imaginal d’aile puisse se dérouler de fagon optimale
en controlant la croissance en fonction des facteurs intrinséques et extrinseques. Une des
voies majeures du contrdle de I’homéostasie métabolique au cours de la croissance est la voie
de signalisation de I’insuline.
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3. Croissance extrinséque : nutrition et voie de l'insuline

a. La voie de I'insuline, régulateur de ’homéostasie métabolique

La voie de I’insuline/IGF est apparue comme 'une des voies majeures de régulation
du contrdle de la croissance, de la taille finale d’un organisme et de I’homéostasie (Broughton
and Partridge, 2009)(Teleman, 2010; Garofalo, 2002).
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Figure 7: Comparaison de la régulation des fonctions métaboliques chez les
mammiféres et la drosophile.

Le code couleur permet d’identifier la conservation des principaux signaux endocriniens impliqués dans
I’homéostasie métabolique entre la souris (en haut) et la drosophile (en bas).

D’aprés Das, R. & Dobens, L.L., 2015. Conservation of gene and tissue networks regulating insulin signalling in
flies and vertebrates. Biochemical Society transactions

Chez les vertébrés, les fonctions métaboliques sont assurées par I’insuline alors que la
croissance est dirigée par les facteurs de croissance de type insuline appelé IGF (Nakae et al.,
2001).

Chez I’homme, la fonction métabolique principale de I’insuline est de réguler la
glycémie en augmentant 1’utilisation du glucose au niveau du tissu adipeux (lipogénése) et
des muscles (oxydation) et en inhibant la libération de glucose par le foie. En activant la
synthése et en inhibant le catabolisme des lipides, glycogene et protéines, 1’insuline stimule la
croissance cellulaire et le stockage de métabolites énergétiques dans le muscle, le foie et les
tissus adipeux (Fig7). Une résistance a 1’insuline ou une déficience dans sa synthése entraine
de séveres dérégulations métaboliques tels que le diabéte.

b. Controle de la croissance par les IGF chez les vertébrés

La famille des polypeptides de type insuline contient I’insuline pancréatique
(proinsuline) ainsi que les facteurs de croissance de type insuline (IGF), les peptides
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insuliniques des invertébrés (par exemple les dilps chez la drosophile) et les relaxines
(identifiées lors de I’étude des mécanismes d’élargissement du vagin a la naissance et
décontraction de ’utérus et impliqués dans d’autres mécanismes) (Bathgate et al., 2013).

La famille des IGFs comprend 2 polypeptides, les IGF1 et 2. Ces peptides possédent
de fortes similarités de séquence avec I’insuline pancréatique. Ils sont produits par le foie en
réponse a ’hormone de croissance sécrétée par I’hypophyse. Les IGFs sont responsables de la
croissance des tissus somatiques, tels que les muscles squelettiques et les os au cours des
périodes pré et post-natale (Maki, 2010). Les IGFs se lient et activent le récepteur aux IGFs
(IGF-IR). Le recrutement des substrats IRS1-4 par I’'IGF-IR active la PI3K et la voie des
MAPK.

Les mutants murins nuls IGF-I et IGF-II et les doubles mutants IGF-I/IGF-II sont
viables, bien que leur taille soit séveérement réduite allant de 30% pour une simple mutation a
60% pour une double mutation (Liu et al., 1993). Afin de réguler la biodisponibilité des IGFs,
des protéines nommées IGFBP se lient aux IGFs avec une affinité égale ou supérieure a celle
de ’IGF-R (Duan, 2002).

Les effets des IGFs et de I’insuline sur la croissance et le métabolisme sont produits
par leur liaison a I’InR et au IGF-IR. Ces deux familles de récepteurs appartiennent aux
récepteurs RTK et possedent de fortes similarités structurelles. Ces récepteurs sont formés de
molécules dimériques intégrées a la membrane, lesquels subissent une autophosphorylation
apres liaison a leur ligand. Ce mécanisme permet le recrutement de molécules adaptatrices
(IRS) et potentialise leur activité (White, 1997).

InR contrdle la croissance foetale en réponse a I’IGF-II et le métabolisme en réponse a
I’insuline a 1’age adulte. Les mutants nuls pour I'InR ont un programme développemental
normal avec une légere réduction de taille a la naissance de 10%. A ’age adulte, ces mutants
InR présentent des dérégulations métaboliques (résistance a I’insuline) et meurent au bout de
quelques jours (Nakae et al., 2001). Ce phénotype sévere de résistance a 1’insuline montre un
taux ¢élevé de glucose et d’insuline en accord avec le phénotype visible chez des enfants
présentant des mutations du récepteur de 1’insuline (Taylor and Arioglu, 1999).

La spécificité d’activité des récepteurs IGF-R est donnée par leurs co-activateurs, les
IRS. IRS-1 et IRS-2 sont les principaux acteurs du controle du métabolisme glucidique et de
la croissance somatique.

Les souris mutantes pour I’'IRS-1 sont insulinorésistantes et posseédent un poids réduit
a la naissance de 20% a 60% (Tamemoto et al., 1994). Les mutants nuls pour I’'IRS2, bien que
de taille normale, développent un diabéte provoqué par une insulinorésistance et possedent
plusieurs anomalies telles qu’une réduction de la taille du cerveau et du nombre de
photorécepteurs et une stérilité des femelles (Withers et al., 1998).

IRS-3 est localis¢ dans les tissus adipeux. Les mutants nuls IRS-3 semblent
phénotypiquement normaux.

IRS-4 est exprim¢é dans le thymus, le rein et le cerveau. Les mutants nuls pour I’IRS-4
ont de légéres atteintes des fonctions reproductrices, de la croissance et une faible
insulinorésistance.

Les 2 IRS primordiaux pour les fonctions de développement, de fécondité et de
croissance semblent donc étre IRS-1 et 2. Les effets principaux des IRS sur la croissance et le
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métabolisme sont transmis par ’activation de Akt par la PI3K, qui régulent des cibles telles
que mTORCI et FOXO (Mihaylova et al., 2011).

c. Controle systémique de la croissance et de [I’homéostasie
métabolique chez la drosophile en réponse aux nutriments par les voies de

signalisation IIS et TOR

Chez la drosophile, comme chez ’homme, la voie de I’insuline régule de nombreuses
fonctions physiologiques, telles que le métabolisme (homéostasie), la reproduction, la
croissance tissulaire et la longévité¢ (Partridge and Gems, 2002). La voie de signalisation
insuline est fortement conservée de I’homme a la drosophile (Fig8). L’utilisation de la
drosophile comme mod¢ele d’étude permet de comprendre comment la voie de 1’insuline
régule le métabolisme de 1’échelle d’une cellule a 1’organisme entier (Géminard et al., 2009).
En effet, chez la drosophile, la voie de I’insuline est simplifiée, intégrant les fonctions de
I’insuline et des IGF des mammiféres en une seule voie de signalisation.
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Figure 8: Forte conservation de la voie de signalisation de Dinsuline entre les
mammiféres et la drosophile.

Chez la drosophile, le récepteur a I’insuline (InR) et une protéine substrat du récepteur
a P’insuline (IRS), dénommée Chico, sont les homologues des protéines mammiferes InR,
IGF-IR et IRS1-4 contrdlant la croissance systémique dépendante de 1’insuline, le
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métabolisme, la reproduction et la longévité (Nijhout, 2003; Rulifson et al., 2002; Ikeya et al.,
2002).

d. Les Dilps

Chez la drosophile, 8 Dilps ont été identifiés. Les Dilps sont des ligands pour I’InR et
agissent simultanément sur les fonctions de croissance et de métabolisme.

A DP’exception de Dilp8, les autres Dilps 1 a 7 activent la voie canonique de 1’insuline
et favorisent la croissance cellulaire et I’anabolisme. Les dilps différent par leur expression
spatio-temporelle (Brogiolo et al., 2001).

Une surexpression d’un des dilps 1 a 7 entraine une augmentation de la taille de la
larve (Ikeya et al., 2002). Inversement, des mutants homozygotes pour une région affectant
les dilps1-5 présentent une croissance affectée et des troubles métaboliques (Gronke et al.,
2010).

La régulation de la croissance dépendante de la nutrition provient principalement de la
sécrétion des Dilps par le SNC (Fig9). Sept paires de cellules neurosécrétrices nommées
cellules produisant I’insuline (IPC) se situant dans le protocérébrum, régulent la transcription
des dilps 1,2,3 et 5 et sont des homologues des cellules B chez les vertébrés (similarité de leur
programme développemental et de fonction) (Rulifson et al., 2002). La destruction de ces
cellules réduit la taille de la larve et entraine une réduction de la taille de 1’adulte (Ikeya et al.,
2002) confirmant leur role systémique d’hormones favorisant la croissance. Lorsqu’ils sont
libérés dans I’hémolymphe, les Dilps, activent un récepteur unique a I’insuline (InR) dans les
tissus cibles tels que le corps gras, les muscles, et les ovaires. Dans ces tissus cibles, ils
exercent des fonctions de régulation de la croissance de facon auto et paracrine via une
cascade de signalisation fortement conservée. Chez la plupart des especes animales, les Dilps
sont le relais entre nutrition et croissance (Andersen et al., 2013) (Néssel and Broeck, 2015)

Les phénotypes des mutants nuls pour les dilps sont assez mineurs. La perte de
fonction de I’InR est 1étale. Les mutants hypomorphes pour I’inr présentent une réduction de
la taille des organes et de I’organisme traduisant la réduction de la taille et du nombre de
cellules couplées avec une infertilit¢ des femelles et une augmentation des taux lipidiques
(Stocker and Hafen, 2000). A I’inverse une surexpression de I’InR spécifiquement dans un
tissu, aboutit a une surcroissance autonome des organes (Brogiolo et al., 2001).

Chez la drosophile, Chico est I’homologue des protéines IRS1-4. Un mutant nul pour
chico présente un phénotype similaire a une perte partielle de I’'InR. Les mutants chico sont
semi-1étaux et subissent une réduction de plus de 50% de la taille finale de I’adulte (Bohni et
al., 1999). Chico se lie aux résidus autophosphorylés de I’InR, puis subit une phosphorylation
par ’InR. Chico sert alors de molécule adaptatrice pour assembler les composants en aval de
la voie de signalisation (Poltilove et al., 2000). Chico se lie grace aux différents résidus
tyrosine phosphorylés dans sa région C terminale aux domaines SH2 de nombreuses
protéines. Chico s’associe avec 1I’InR activant la voie PI3K impliquée dans la croissance et le
contréle du métabolisme (Oldham and Hafen, 2003).
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Figure 9 : Controle de la croissance par les Dilps au niveau du SNC.
D’aprés Andersen, D.S., Colombani, J. & Léopold, P., 2013. Coordination of organ growth: principles and
outstanding questions from the world of insects. Trends in Cell Biology.

La croissance est controlée principalement par la liaison de Chico a la PI3K. La
formation du complexe InR-Chico entraine la phosphorylation du PIP2 en PIP3 par la PI3K
grace a la sous unité catalytique p110. Cependant, chez la drosophile, I’InR peut activer sa
cascade de signalisation en 1’absence de Chico (Bohni et al., 1999). La cascade de
signalisation contrdlée par I’InR est inhibée par la phosphatase PTEN. PTEN, second gene le
plus muté dans les cancers humains, est un immunosuppresseur. La perte de fonction de
PTEN entraine une surcroissance chez la drosophile (Di Cristofano and Pandolfi,
2000)(Brogiolo et al., 2001).

Les phénotypes des mutants nuls pour la PI3K correspondent aux mutants inr,
confirmant son role crucial. La modification de I’activité de la PI3K affecte la taille du tissu
en modifiant la taille et le nombre des cellules (Weinkove and Leevers, 2000).

La conversion de PIP2 en PIP3 aboutit au recrutement de protéines de liaison aux
PIP3 telles que Akt et PDKI, a la membrane. Le recrutement a la membrane de Akt et son
interaction avec le PIP3 sont primordiaux pour la propagation du signal. Une forme de Akt
mutée et incapable de se lier a la membrane sauve le phénotype de 1étalité des mutants nuls
PTEN, confirmant que I’Akt est I’acteur majeur de la voie de signalisation PI3K (Stocker et
al., 2002). L’hyperactivation de I’Akt entraine des cancers, du diabéte et des troubles
cardiovasculaires et neurologiques (Hers et al., 2011).
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e. Le facteur de transcription FOXO et la régulation des cibles de la voie
1S

Une des cibles de phosphorylation principale d’Akt est FOXO. FOXO régule
I’expression de genes impliqués dans le cycle cellulaire, le métabolisme glucidique, la
réponse aux stress oxydatifs et I’apoptose (Eijkelenboom and Burgering, 2013). Chez les
mammiferes, quatre FOXO ont été découverts (FOXO1,3,4,6). Pour le moment, un seul
FOXO a été découvert chez la drosophile. La phosphorylation de FOXO par Akt entraine la
séquestration de FOXO dans le cytoplasme par la liaison a des protéines 14-3-3. FOXO active
la gluconéogenése et inhibe le métabolisme glucidique. La régulation négative de FOXO par
la voie de signalisation insuline favorise I'utilisation du glucose et limite la synthése de
glycogeéne. FOXO active la transcription d’inhibiteurs du cycle cellulaire, des genes pro
apoptotiques et du facteur de traduction 4E-BP, régulé aussi par TOR, inhibiteur de la
traduction des ARNm capés (Brunet et al., 1999)(Teleman et al., 2005). En accord avec
I’action inhibitrice de FOXO sur la prolifération et le métabolisme cellulaire, une forme
constitutivement active de FOXO conduit a un arrét de la croissance cellulaire. Une
surexpression de FOXO spécifiquement dans un tissu, aboutit & une réduction autonome de la
taille du tissu, conséquence d’une réduction du nombre de cellules (Puig et al., 2003). Chez
les mammiféres comme chez la drosophile, FOXO est impliqué dans un mécanisme de
rétrocontrole sur la voie de I’insuline. FOXO contrdle la transcription de I’InR en réponse aux
carences nutritionnelles. L’activit¢ de la voie de I’insuline aboutit a une réduction de la
transcription de I’InR par I’action inhibitrice de FOXO (Puig and Tjian, 2005).

f. Nutrition et croissance : la voie de signalisation TOR

Dans des conditions normales de développement, le taux de croissance des tissus
larvaires est contrdlé par le niveau et le type de nutriments disponibles. Une masse minimale
critique correspond au poids minimum nécessaire a une larve pour survivre a la
métamorphose en condition de carence. La masse minimale critique signale la fin de la
période de croissance dépendante de la nutrition, et le début d’un programme
développemental indépendant de la nutrition. En absence de carence, la larve cesse de se
nourrir a la fin du 3éme stade larvaire. Si la larve est carencée avant d’avoir atteint la masse
critique, la croissance est suspendue et le programme développemental est différé. Un retard
développemental est nécessaire pour accumuler une quantité¢ suffisante de nutriments
indispensables a la métamorphose.

Une restriction nutritionnelle lorsque la larve a atteint sa masse critique n’entraine pas
de retard développemental, mais entraine un ralentissement coordonné de la croissance des
organes, grace a une réduction des Dilps circulants. Une suppression de la voie de
signalisation insuline aboutit a une taille finale de I’adulte réduite (Colombani et al., 2003;
Géminard et al.,, 2009). Ainsi, si la période de croissance est allongée ou diminuée
expérimentalement aprés la masse critique atteinte, des adultes plus grands ou plus petits
peuvent émerger. La nutrition peut donc affecter la taille finale de 1’organisme tout en
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préservant les proportions. Les voies de signalisation de ’insuline et TOR coordonnent le
taux de croissance avec les signaux nutritionnels.
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Figure 10 : Les voies de signalisation TOR et IIS.

La voie de régulation TOR est un senseur nutritionnel autonome cellulaire qui régule
la croissance (Figl0) (Colombani et al., 2003). Le corps gras joue un rdle dans le couplage du
statut nutritionnel percu par la voie de signalisation TOR et la régulation de la croissance des
tissus distants. A 1’aide de la voie TOR, le corps gras est capable de ressentir les variations de
disponibilité des nutriments au sein de I’hémolymphe. Si le taux de nutriments est faible, des
signaux humoraux sont sécrétés et inhibent la sécrétion des Dilps par les IPC, réduisant
I’activité¢ de la voie de signalisation IIS de facon systémique (Géminard et al., 2009). Les
cibles transcriptionnelles et traductionnelles de la voie de signalisation TOR contrdlent divers
mécanismes tels que le transport de nutriments, I’organisation du cytosquelette d’actine, la
production de ribosome et [’autophagie. Au cours du développement, les voies de
signalisation TOR et IIS agissent principalement sur la croissance. A 1’dge adulte, elles
interviennent dans les mécanismes de contrdle de la fertilité et du vieillissement (Schmelzle
and Hall, 2000; Partridge et al., 2011).

Au cours de cette partie, j’ai pu montrer que les voies de I’insuline et TOR sont
contrdlées par des facteurs extrinséques. Cependant, des facteurs intrinséques controlent aussi
la croissance des organes, via les morphogéenes et la voie de signalisation Hippo.

4. Croissance intrinseque
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a. Les morphogénes

Les morphogenes sont des molécules qui diffusent a partir d’une source et définissent
I’expression de geénes cibles en fonction de leurs concentrations. Les cellules sont capables de
ressentir la concentration de morphogenes ou la pente locale du gradient crée par la diffusion
du morphogéne. De nombreuses études ont focalisé leur attention sur les morphogénes dpp et
WhI.

a) Wingless, un organisateur de I'aile

Wingless (homologue chez les vertébrés Wnt) est un morphogéne agissant comme un
organisateur induit par la voie de signalisation Notch. Il informe la cellule de sa position, sa
destinée cellulaire et son potentiel prolifératif. Wg est exprimé dans une rangée de cellules de
la bordure dorso-ventrale ainsi que dans 2 anneaux concentriques. L’anneau interne sépare les
cellules distales (situées a I’intérieur de 1’anneau), précurseurs de la pale de ’aile, des cellules
précurseurs de I’articulation (hinge) et du thorax de ’aile. La formation d’une frontiére dorso-
ventrale est essentielle. En effet, une malformation de cette frontiére entraine des défauts de
croissance dans I’intégralité du disque (Baker, 2007).

Une faible et uniforme surexpression de wg est suffisante pour restaurer la
prolifération et la croissance des disques imaginaux d’aile mutant pour wg (Baena-Lopez et
al., 2012). La notion de contribution du gradient a la croissance et a la différenciation des
cellules productrices de I’aile est donc remise en question par 1’équipe du Dr JP. Vincent. La
méme équipe a montré en 2014 qu’une forme de wg liée a la membrane est suffisante pour
assurer une croissance et une morphologie normale des ailes (Alexandre et al., 2014).

b) Dpp et la structuration du disque

Dpp est un homologue des TGF B (facteur de croissance transformant). Au sein du
disque imaginal d’aile, dpp agit comme un morphogeéne qui ordonne aux cellules d’adopter un
destin spécifique selon leur position, indispensable par exemple pour la formation des veines
de l’aile. Dpp est sécrété le long d’une bande de cellules constituant la frontiére antéro-
postérieure (A-P) a partir de laquelle il diffuse pour former un gradient de concentration
(Nellen et al., 1996)(Lecuit et al., 1996). Une cascade de signalisation transforme la
concentration locale de Dpp en un gradient de phosphorylation de MAD (P-MAD) a travers
I’activation du récepteur appelé Thickveins (Tkv). Le gradient de P-MAD régule I’expression
des geénes cibles qui possédent différents niveaux d’activation, sal, omb, brk (Figl1)(Restrepo
et al., 2014).
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Figure 11 : La voie de signalisation du morphogéne dpp.
La liaison de DPP a son récepteur TKV entraine une cascade de signalisation. TKV phosphoryle le facteur de
transcription MAD qui se lie & ses partenaires de liaison a I’ADN, MED et SHN. Ce complexe réprime ’activité
du répresseur transcriptionnel BRK

D’aprés Restrepo, S., Zartman, J.J. & Basler, K., 2014. Coordination of patterning and growth by the morphogen
DPP

c) Dpp et la croissance

dpp promeut la croissance au sein du disque imaginal d’aile. L’augmentation des
niveaux de dpp entraine une augmentation de la taille finale de 1’aile (Capdevila and
Guerrero, 1994)(Teleman and Cohen, 2000). A I’inverse, des mutations qui réduisent les
niveaux de dpp affectent la croissance du disque. Ces expériences suggerent que dpp
intervient au cours du développement dans la croissance du disque imaginal d’aile. Un des
roles les plus importants de dpp au cours de la spécification des tissus, est de limiter
I’expression de 1’inhibiteur transcriptionnel Brinker (Brk) (Figl2) (Schwank et al., 2008).
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Figure 12 : Effet du duo antagoniste Brinker/Dpp sur la croissance.

Dans des disques mutants pour brk, les cellules de la région latérale proliférent, inhibant la croissance des
cellules centrales. Dans des disques sauvages, ’expression de dpp inhibe 1’expression de brk dans la zone
centrale du disque. La croissance devient homogéne dans toutes les régions du disque.

D’aprés Schwank, G., Restrepo, S. & Basler, K., 2008. Growth regulation by Dpp: an essential role for Brinker
and a non-essential role for graded signaling levels. Development

Une récente ¢tude a permis de distinguer le réle de dpp dans le contrdle spatial de la
croissance du disque. En effet, deux mode¢les étaient proposés. Le premier modele est celui de
la reégle temporelle ou les cellules se divisent dés qu’elles ont atteint une augmentation de
50% de l’activité de dpp. Le deuxieéme modele correspond au modele d’égalisation, la
présence de dpp serait seulement essentielle pour la prolifération de la zone centrale du
disque. En utilisant la technique du morphotrap (protéine attachée a la membrane empéchant
la formation d’un gradient), cette étude a permis d’invalider le modéle de la régle temporelle
et de confirmer le modele d’égalisation (Harmansa et al., 2015). Une deuxiéme étude parue
récemment, montre qu’une inhibition conditionnelle de dpp dans sa rangée A/P d’expression,
affecte I’expression de ses genes cibles, sal, omb, et brk confirmant son role primordial dans
le « patterning » du disque. Une inhibition de dpp en début du 3°™ stade larvaire dans son
domaine endogéne d’expression ne modifie pas les taux de prolifération cellulaire, ni la
croissance du disque imaginal d’aile et n’altére pas la taille finale du disque. Ces résultats
suggerent que dpp contribue faiblement a la croissance du disque a la fin du développement
larvaire. dpp est probablement impliqué, comme le propose le modele d’égalisation, dans
I’initiation de la croissance dans la zone centrale du disque au début du développement

larvaire et le maintien du « patterning » du disque au cours du développement (Akiyama and
Gibson, 2015).
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d) Dpp et la voie de signalisation Hippo

Dpp, présent sous forme d’un gradient le long de la région antéro postérieure du
disque, initie la croissance dans la zone centrale du disque. L’équipe de Irvine a montré que le
gradient de Dpp agit via la voie de signalisation Fat. Le gradient de Dpp pourrait réguler la
localisation et I’expression des différents composants du complexe Fat. La voie de
signalisation Fat, via Dachs serait nécessaire pour transformer un gradient de Dpp en
prolifération (Rogulja et al., 2008).

En 2011, I’équipe du Dr Basler a montré que I’expression et la localisation
subcellulaire de Fat ne dépend pas du gradient de Dpp. Ainsi, une juxtaposition de cellules
avec des niveaux différents d’expression de dpp n’est pas nécessaire pour activer la
prolifération dans la zone centrale ou périphérique du disque. L’équipe de Basler propose que
la combinaison des voies de signalisation Fat et Dpp aboutit a une prolifération homogéne.
Fat s’exprime selon un gradient opposé a celui de dpp. La plus haute concentration se situe
sur la périphérie du disque. Puis la concentration diminue progressivement jusqu’a atteindre
le centre du disque. Les actions de contrdle de la croissance de Dpp et Fat sont antagonistes.
Fat, activateur de la voie Hippo, réprime la croissance principalement dans la région centrale.
Brk, cible transcriptionnelle de dpp agit comme répresseur de la croissance dans les régions
latérales du disque (Figl3A-B). Les voies de signalisation Fat et Dpp agissent de fagon
complémentaire, controlant une prolifération uniforme du disque. La régulation de la
croissance par Fat est compatible avec le modéle d’égalisation dans lequel la présence de dpp
est essentielle pour la prolifération de la zone centrale du disque (Schwank et al., 2011).
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Figure 13 : Action antagoniste de Dpp et Fat contribuant & une croissance uniforme le
long de I’axe antéro-postérieur du disque imaginal d’aile.

(A) Action inhibitrice de la croissance par Fat dans la zone centrale du disque en présence d’une absence
d’expression de Brk. (B) Action inhibitrice de la croissance de Brk dans la zone périphérique du disque en
I’absence de Fat (C) Au cours du développement normal, les voies de signalisation Dpp/Brk et Fat se complétent
pour aboutir a une prolifération uniforme le long de 1’axe antéro postérieur.

D’aprés Schwank, G. et al., 2011. Antagonistic Growth Regulation by Dpp and Fat Drives Uniform Cell
Proliferation. Developmental Cell
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Les morphogenes sont indispensables pour une structuration parfaite du disque,
permettant aux tissus d’adopter différents destins cellulaires. J’ai montré que dpp est impliqué
dans le contrdle de la croissance de la zone centrale du disque. Le controle de la croissance
par dpp est complété par I’action antagoniste de fat. Fat est un régulateur en amont de la voie
de signalisation Hippo. La voie de signalisation Hippo, découverte chez la drosophile, se
place comme une des voies de signalisation les plus importantes dans le controle de la taille
finale des organes.

b. La voie de signalisation Hippo

a) Conservation et mécanismes de la voie de signalisation Hippo

Au cours du développement normal, la taille finale du disque d’aile dépend d’un
équilibre entre prolifération et mort cellulaire. La voie de signalisation Hippo est un important
coordinateur de la croissance, de la division et la mort cellulaire, encourageant 1’apoptose des
cellules surnuméraires ou indésirables (Figl4). Découverte chez la drosophile, cette voie est
extrémement bien conservée chez les mammiféres et de nombreux autres vertébrés. La voie
de signalisation Hippo est impliquée dans de nombreux mécanismes. Ainsi, plusieurs acteurs
de la voie de signalisation Hippo sont mutés dans des cancers humains.
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Figure 14 : La voie de signalisation Hippo impliquée dans de nombreux mécanismes.
De nombreux messages chimiques et physiques sont regus par la voie de signalisation Hippo puis traduit en
différents mécanismes cellulaires tels que la prolifération, la compétition cellulaire, le maintien des cellules
souches dans un état actif, la régénération tissulaire, le caractére invasif des métastases ou la survie cellulaire.
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La voie de signalisation Hippo est composée d’un vaste réseau comprenant une
cascade de kinases et une machinerie transcriptionnelle complexe (Mo et al., 2014).

La kinase principale a I’origine du nom de la voie est Hippo (homologue MST1/2). En
effet, les mouches mutantes pour hippo présentent un phénotype caractéristique de
surcroissance (Wu et al., 2003)(Figl5 B).

Figure 15 : Controle de la taille des organes par la voie de signalisation Hippo chez la
drosophile.

(A) Animaux contrdle (B)(C) Animaux mutants pour kippo et Yki au niveau de la téte. Dans le cas d’une perte de
fonction de hippo (B), on observe une surcroissance massive des tissus de la téte et des yeux comparés a la
condition contrdle (A). A I’inverse, une inactivation de yki entraine une réduction de la taille de la téte (Figl5C).
Une surexpression de yki au sein du disque imaginal d’aile aboutit & une augmentation impressionnante de la
taille du disque compar¢ a la situation controle (Fig15D)

D’aprés Pan, D., 2007. Hippo signaling in organ size control

Hippo, appartenant a la famille des Ste20 protéines kinases (homologues MST1/2)
(Harvey et al., 2003), phosphoryle Warts (homologue LATS1/2) appartenant a la famille des
DBF2 apparentées nucléaires (Justice et al., 1995). Une fois phosphorylée, Wts devient
active. Une protéine facilite I’activité de Hippo, Salvador (homologue SAV1) (Tapon et al.,
2002)(Kango-Singh, 2002). La protéine RASSF entre en compétition pour la liaison de Sav
avec Hippo. RASSF posseéde une fonction de modulateur de D’activit¢ de Hippo et de
suppresseur de tumeur (Polesello et al., 2006). La protéine chaperonne Mats (homologue
MOB1A/B) favorise I’activité de Warts (Lai et al., 2005)(Jia et al., 2003).

Sav est une protéine chaperonne contenant un domaine WW, contenant une séquence
d’acides aminés spécifiques (tryptophane + proline). Hippo peut se lier a et phosphoryler Sav,
favorisant la phosphorylation de Wts. Hippo peut aussi phosphoryler Mats, permettant une
association Mats-Wts et augmentant ’activité enzymatique de Wts.
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Récemment plusieurs kinases régulant I’activité de Hpo/Wts ont été découvertes. La
premiere, nommée Misshappen (homologue MAP4K) régule, en parallele avec Hpo, la
phosphorylation de Wts (Meng et al., 2015). La seconde, Sik (homologue SIK) phosphoryle
Sav pour inhiber son association avec Hpo (Figl16) (Wehr et al., 2013).

La forme activée de Wts peut phosphoryler et inactiver le coactivateur transcriptionnel
Yorkie (homologue YAP/TAZ) (Huang et al., 2005). Yki n’est pas capable de se lier a ’ADN
par lui-méme. Dans sa forme active, il a besoin d’un co-partenaire de transcription. Son
partenaire favori est Scalloped (Sd) (homologue TEAD) (Campbell et al., 1992)(Zhao et al.,
2008)(Goulev et al., 2008). Le complexe Yki-Sd se translocalise au noyau permettant
I’expression de nombreux geénes qui vont promouvoir la croissance. Une surexpression de yki
entraine une surcroissance par surprolifération et défaut d’apoptose (Figl SD)(Pan, 2007).

DROSOPHILA MAMMALS

Extra-
alllar GPCR GPCR

signal ;
/

~ DPP oy VY
Crumbs — Ogi (Oh2na g
Y?‘X Br \ By By
| H
%Merﬁn l \ :
1 P e

‘ ] NF2
- @ Merlin \ A /
PARG -m ““ F-actin \ Lﬂis‘

MOB]VNZ

o
E Dig ) — QMatsQ\

achQ

7 B @D, ’.@@@.

| Scalloped [—X—’ Mad ( Hth ' ¢Scalloped | Tsh r’.ﬁ’] g p73) BUNX (TBXS) EMAD (PAX3) [ ":j'l}

: 5%:-\ 5 NS

Figure 16 : Complexité de la voie de signalisation Hippo et comparaison

Mammiferes/Drosophile.
D’aprés Mo, J.-S., Park, HW. & Guan, K.-L., 2014. The Hippo signaling pathway in stem cell biology and
cancer. EMBO report
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b) Réle des forces mécaniques dans la croissance du disque
imaginal d’aile et implication de la voie Hippo

De récents modeles de détermination de la taille finale d’un organe intégre une
composante mécanique. Dans ces modéles nommés « rétrocontréle mécanique », la
croissance est tout d’abord induite en réponse a I’action des morphogenes présents au centre
du tissu. En conséquence, des forces d’étirements et de compression sont établies, aboutissant
a une activation (étirement des couches extérieures) ou a une inhibition (compression du
corps central) de la croissance. Lorsqu’un €quilibre est atteint entre les forces mécaniques et
I’action des morphogenes, la croissance cesse, définissant la taille finale de 1’organe
(Fig17)(LeGoff et al., 2013).

Figure 17 : Visualisation des tensions des filaments de myosine au sein d’un disque
imaginal en croissance. Schéma récapitulatif du modele de rétrocontrole mécanique
d’Aegerter-Wilmsen.

Un facteur de croissance sécrété au centre du disque active la croissance, entrainant un étirement de la périphérie
du disque (fleches vertes). Cet étirement périphérique active la croissance périphérique et induit une
compression au centre du disque (fleches rouges). La croissance cesse lorsque I’inhibition de croissance induit
par la compression dépasse 1’effet du facteur de croissance.

D’aprés LeGoff, L., Rouault, H. & Lecuit, T., 2013. A global pattern of mechanical stress polarizes cell divisions
and cell shape in the growing Drosophila wing disc. Development

Un lien doit étre fait entre I’état de tension mécanique des tissus et le taux de
croissance des cellules pour permettre aux tissus d’atteindre leur taille finale. Une des voies
de signalisation intégratrice de I’état de tension des tissus et de leur état de croissance
cellulaire est la voie de signalisation Hippo.

Ainsi de récentes expériences ont montré que la localisation cellulaire de YAP/Yorkie
est dépendante des contraintes mécaniques regues par les cellules. Les premicres expériences
suggérant un lien entre les tensions mécaniques et la localisation subcellulaire de YAP ont été
réalisées en cellules et s’apparentent au mécanisme de CIP (contact par inhibition cellulaire).
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c) Inhibition de la prolifération lors de contact cellulaire (CIP)

En culture, les cellules ont la caractéristique de cesser de croitre lorsqu’elles ont atteint
une forte confluence au sein de leur espace alloué¢ de croissance. Ce mécanisme est appelé
CIP (contact inhibition prolifération). Le CIP entraine Dl’arrét de la prolifération des
épithéliums aboutissant a une différenciation ou a une mort cellulaire. Le mécanisme de CIP
passe par la régulation de YAP et TAZ, sous formes nucléaires lorsque la densité cellulaire est
faible. YAP/TAZ se délocalisent dans le cytoplasme lorsque la densité cellulaire est élevée
(Zhao et al., 2007). Au cours du CIP, la localisation cytosolique de YAP/TAZ (état inactif) est
liée a un renforcement des procédés d’adhésions cellulaires et une activation de la voie de
signalisation Hippo (Figl8).

Récemment, des études ont montré que la confluence n’est pas le seul facteur
influengant 1’activité¢ de YAP/TAZ. Le contexte mécanique joue aussi un role primordial. Les
cellules étirées ont une activité YAP/TAZ renforcée, alors que les cellules de petites tailles et
de forme arrondies ont une diminution de I’activit¢ YAP/TAZ (Halder et al., 2012).
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Figure 18 : Transduction des signaux mécaniques par YAP et TAZ.
D’aprés Halder, G., Dupont, S. & Piccolo, S., 2012. Transduction of mechanical and cytoskeletal cues by YAP
and TAZ. Nature reviews. Molecular cell biology

Un des senseurs majeurs de 1’état de tension mécanique d’une cellule est le réseau de
filaments d’actine. Plusieurs protéines régulatrices de 1’activité de la voie de signalisation
Hippo sont associées avec le cytosquelette d’actine.
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d) Actine et contractibilité : YAP/TAZ méchanosenseurs et
méchanotransducteurs

Le cytosquelette d’actine génere des tensions et une contractilité¢ au sein des cellules.
Des cellules cultivées sur un milieu rigide et traitées avec un inhibiteur de la myosine 2,
présentent un relachement de la tension intracellulaire et une relocalisation nucléaire de
YAP/TAZ. Réduire la polymérisation des filaments d’actine avec de la latrunculine entraine
une relocalisation cytoplasmique de YAP/TAZ et augmente la phosphorylation de la Sérine
127 (rétention cytoplasmique de YAP par phosphorylation et liaison aux protéines 14-3-3).
Des protéines modulant I’activité de I’actine, telles que la Cofiline, CapZ et la Gesoline
régulent la localisation nucléaire de YAP/TAZ et ’arrét de la croissance par inhibition de
contact (Aragona et al., 2013).

Des signaux agissants sur des GPCRs (activation Gal2-13) tels que D’acide
lysophosphatidique induisent une translocation nucléaire de YAP/TAZ par inhibition de la
kinase LATS réversible lors de ’ajout de la latrunculine. A I’inverse, la protéine GasS active
LATS, inhibant I’activité YAP/TAZ (Yu et al., 2012).

Ces régulations sont dépendantes de la kinase LATS agissant sur le mécanisme de
séquestration dans le cytosol de YAP par phosphorylation.

Des récentes ¢études ont montré qu’il existe une régulation indépendante de LATS.
RhoA, activateur de la formation du cytosquelette d’actine et de la contractilité¢ de ce réseau
d’actomyosine, régule I’activit¢ de YAP/TAZ indépendamment de LATS (Dupont et al.,
2011).

YAP est impliqué dans la nephrogénése. Un mutant nul pour YAP présente, chez la
souris des glomeruli anormaux, des canaux sans lumen et une vessie dépourvue d’urine. Une
inactivation d’une protéine de la famille des Rho GTPase nommée CDC42 dans le rein, mime
la perte de fonction de YAP. L’inhibition de cdc42 entraine une relocalisation nucléaire de
Y AP modifiant la morphogénése du rein (Reginensi et al., 2013).

e) Quelques régulateurs sub apicaux de la voie de signalisation
Hippo : Fat/Dachsous et Expanded

De nombreux régulateurs subapicaux de la voie de signalisation Hippo existent. Dans
ce paragraphe, je n’aborderai que les régulateurs appartenant au complexe Fat et le trio
Merlin/Expanded/Kibra (Genevet and Tapon, 2011)(Yu and Guan, 2013).

La protéine Fat est impliquée dans de nombreux mécanismes tels que la polarité
planaire cellulaire (Thomas and Strutt, 2012), les jonctions cellulaires (Bosveld et al., 2012) et
la morphogénése mitochondriale (Sing et al., 2014). Dans ce paragraphe, je focaliserai sur le
lien entre Fat-Dachsous et le contrdle de la croissance via la voie de signalisation Hippo.

Les protocadhérines Ft et Ds sont des suppresseurs de tumeurs qui bloquent
I’expression des cibles transcriptionnelles de Yorkie (Bennett and Harvey, 2006). Ces deux
protéines se comportent comme récepteur et ligand, formant des interactions hétérotypiques
(Matakatsu and Blair, 2004). Cette liaison est permise grace a ’action de Fj, une protéine
kinase présente dans I’appareil de golgi qui phosphoryle les domaines cadhérines de Ft et Ds
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(Cho and Irvine, 2004). L’expression de ds et ft se présente sous forme de gradients. Les
gradients de Ds ou Ft semblent importants pour 1’activation de la prolifération cellulaire et la
croissance via la voie Hippo. En effet, un clone formé de cellules a fort niveau de Fj/Ds
entouré de faibles niveaux de Fj/Ds induit une prolifération cellulaire et une activation des
cibles de la voie Hippo (Cho et al., 2006). A I’inverse, une expression uniforme de Fj/Ds
inhibe la prolifération cellulaire (Willecke et al., 2008).

Fat agit aussi directement sur une myosine nommée Dachs, empéchant la dégradation
de Wts, aboutissant a I’activation de la voie de signalisation Hippo.

Ft est localisée dans la région subapicale de la cellule, et interagit avec Ex. En effet,
des clones mutants f montrent une relocalisation de la protéine Ex. Fat est requis pour une
localisation apicale d’Ex. Les fonctions de ex et f# pourraient étre additives.

Expanded (Ex) et Merlin (Mer) appartiennent a la famille des FERM (4.1 protein-
Ezrin-Radixin-Moesin) (Hamaratoglu et al., 2006). Cette famille de protéines sert de relais
entre les signaux provenant des récepteurs cellulaires de la membrane plasmique et le
cytosquelette. Ex et Mer se localisent sur la partie apicale de la cellule et s’associent & une
protéine adaptatrice contenant des domaines WW nommeée Kibra, pour former un complexe
(Genevet et al., 2010). Le complexe Ex-Mer-Kibra interagit directement avec Hpo, localisant
la cascade de kinases Hpo/Wts a la membrane plasmique pour faciliter 1’inactivation par
phosphorylation de Yki. Ce complexe de régulateurs apicaux constitue un rétrocontrole
négatif sur la voie de signalisation Hippo. En effet, leurs transcriptions sont activées par YKki.
Des clones mutants pour hpo, sav, ou wts présentent une augmentation des niveaux
d’expression des geénes kibra, ex, et une accumulation des protéines Kibra, Ex, et Mer
(Genevet et al., 2010). La régulation des protéines Ex, Kibra et Merlin n’est pas documentée.
Crb et Fat régulent les niveaux d’Ex. La localisation de Crb dépend de ses interactions avec
les cellules voisines. Crb régule Ex en fonction des contacts établis avec les cellules voisines
(Hafezi et al., 2012). Récemment, il a été montré que Mer recrute Wts a la membrane pour
faciliter son activation par Hippo. Ce recrutement est dépendant de la densité cellulaire et du
réseau de filaments d’actine (Yin et al., 2013). Mer est donc un candidat idéal pour intégrer le
niveau des forces mécaniques, 1’état du réseau de filaments d’actine et influencer 1’inhibition
ou I’activation de la croissance via la voie de signalisation Hippo.

f) Cibles régulées par YAP/TAZ et Yki

Le duo Yki/Sd induit la transcription de plusieurs cibles transcriptionnelles telles que
myc, cycE, diap, bantam. CycE régule positivement le cycle cellulaire. Diapl (Proteine
inhibitrice de 1’apoptose chez la drosophile) prévient I’apoptose grace a sa capacité a inhiber
les caspases, une famille de protéases impliquées dans I’induction du signal de mort
cellulaire.

Yki active la transcription de Bantam, un micro ARN, régulateur positif de la croissance qui
régule la prolifération et la survie cellulaire.

Yki régule la transcription de myc, un promoteur de la synthése ribosomale et de la
croissance cellulaire (Neto-Silva et al., 2010)(Ziosi et al., 2010). Myc, impliqué dans la
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compétition cellulaire, favorise la sélection des cellules a la croissance rapide au détriment
des cellules a la croissance lente.

Chez les mammiferes, d’autres copartenaires de transcription possédant un domaine
PPXY sont capables de se lier au domaine WW de YAP/TAZ, tels que Smadl (facteur de
transcription dpp), RUNX (différenciation des cellules souches hématopoiétiques), ErB4
(récepteur épidermal facteur de croissance) et p73 (tumeur suppresseur relié a p53) pour YAP
et RUNX, PPARy (récepteur nucléaire agissant sur les fonctions métaboliques), Pax3
(fermeture du tube neural),TBXS5 (développement du cceur) et TTF-1(facteur de transcription
régulant des geénes spécifiques de la thyroide, et du développement pulmonaire) pour TAZ
(Zhao et al., 2011Db).

La grande diversité des facteurs de transcription capables de se lier a YAP/TAZ/Yki
montre la diversité de fonctions de la voie de signalisation Hippo. L’activité transcriptionnelle
de Yki doit étre strictement controlée, plusieurs mécanismes permettent d’inhiber les
fonctions de Yki.

g) Inhibition de I’activité transcriptionnelle de YAP/TAZ et Yki

Plusieurs mécanismes inhibent 1’activité transcriptionnelle de YAP/TAZ/Yki, soit en
le bloquant dans le cytoplasme, soit en le dégradant.

La phosphorylation de Yki par Wts au niveau de la sérine 168 (ou sérine 127 chez les
mammiferes), favorise la liaison de Yki avec les protéines 14-3-3, qui vont bloquer Yki dans
le cytoplasme et empécher son transport jusqu’au noyau (Ren et al., 2010).

Les protéines YAP/TAZ/Yki possedent un domaine WW capable de se lier au
domaine PPXY. Les protéines Ex, Hpo et Wts possédent ce domaine PPXY et sont capables
de séquestrer Yki dans le cytoplasme, puis de le séquestrer a la membrane, limitant la
croissance cellulaire (Badouel et al., 2009). Chez les mammifgres, les protéines AMOT et a-
caténine sont capables de fonctionner selon des mécanismes similaires (Zhao et al., 2011a).

Un processus d’ubiquitylation et de dégradation permet aussi d’inhiber ’activité de
TAZ.

h) Taiman, corégulateur de Yorkie et du récepteur de I'ecdysone,
active la croissance via la voie Hippo

Lorsque la voie de signalisation Hippo est dérégulée, la croissance des disques
imaginaux devient excessive. L’équipe du Dr Moberg a montré que cette surcroissance peut
étre hormono-dépendante (ecdysone).

Taiman, coactivateur du récepteur a I’ecdysone, joue un rdle sur la croissance des
tissus imaginaux. De plus, Taiman interagit directement avec Yki et EcR. Une forme mutée
de Taiman, incapable de se lier a Yki, limite I’hyperplasie tissulaire dépendante de Yki. Une
partie des cibles classiques de la voie de signalisation Hippo, telles que ex ou cyclin E sont
régulés par Yki indépendamment de Taiman.
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A D’inverse, certains génes cibles de la voie Hippo sont partiellement dépendants de
Taiman, tels que piwi, nanos et dilp8. Les geénes piwi et nanos sont impliqués dans la
prolifération des cellules souches germinales.

La croissance hyperplasique induite par Yki dans les tissus imaginaux en présence de
Taiman mime un programme transcriptionnel de type cellules souches germinales. De fagon
intéressante, la transcription de dilp§ est partiellement régulée par Taiman. Dans des
conditions de croissance hyperplasique, la présence de Dilp8 pourrait inhiber la croissance
des tissus périphériques, facilitant la croissance du tissu hyperplasique. La fonction de dilp§
serait donc bénéfique dans le cas d’un retard de croissance d’un des disques mais pourrait étre
délétere, dans le cas de surcroissance d’un des disques.

i) Hippo et cancer

Les tumeurs utilisent les propriétés biologiques de la voie de signalisation Hippo pour
prospérer, favorisant leur prolifération, leur capacité invasive et leur pouvoir métastasique.
L’¢étude d’échantillons biologiques humains a montré que des tumeurs telles que celle du
colon, du foie, de I’cesophage, des seins, de 1’appareil reproducteur présente une dérégulation
de I’activité des protéines YAP et TAZ (Steinhardt et al., 2008; Dong et al., 2007). En effet,
les fonctions de ces protéines possédent les caractéristiques typiques des cellules
cancéreuses : prolifération incontrdlée, absence d’apoptose, et réactivation des cellules
souches cancéreuses quiescentes. Les mécanismes par lesquels des cellules normales
deviennent tumorales sont méconnus. Ils impliquent probablement 1’acquisition de
caractéristiques des cellules cancéreuses telles qu’une transition épithélium-mésenchyme, une
résistance aux drogues, et une diminution de la sénescence.

Il a ét¢ montré récemment que la voie Hippo pourrait étre requise pour la formation
des cellules souches cancéreuses. Dans le cas du cancer du sein, TAZ stimule la formation des
cellules souches cancéreuses in vitro (Cordenonsi et al., 2011). Dans des cellules MCF10A, la
surexpression de TAZ potentialise la formation d’amas de cellules mammaires nommés
mammosphere. De plus, TAZ augmente la proportion des cellules MCF10A adoptant un
profil de cellules souches cancéreuses. A 1’inverse, une perte de fonction pour TAZ empéche
la formation de mammosphére. Chez 1’humain, dans 85% des cancers du sein, TAZ est
surexprimé. TAZ joue donc un role important dans I’initiation et la progression des cancers
du sein.

j) Hippo et régénération

La voie de signalisation Hippo est impliquée dans la réparation des tissus 1ésés et la
régénération. De fagon intéressante, le poisson zebre est capable de réaliser une régénération a
I’identique de sa nageoire caudale apres blessure (Poss et al., 2000). Cette régénération se
déroule en 3 étapes, tout d’abord une cicatrisation, puis la formation d’un blastéme et enfin
une croissance tissulaire compensatrice. Récemment, Jacinto a montré que YAP est nucléaire
dans I’ensemble de la nageoire caudale au cours de ces 3 étapes a 1’exception de la région
distante au site de régénération (Mateus et al., 2015). En jouant avec les niveaux de YAP, ils
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ont pu montrer que YAP controle la prolifération cellulaire et la transcription de génes cibles
de la régénération tels que fgf20a, lefl, shh et dkklb. De plus, la localisation nucléaire de
YAP coincide avec des changements de morphologie et de densité cellulaire. Ainsi 1’a-
caténine s’accumule dans les régions ¢éloignées du blasteme. YAP est alors cytoplasmique. A
I’inverse, détruire le réseau de filaments d’actine (injection de JASP) entraine une
translocation nucléaire de YAP. Ces expériences suggérent qu’un mécanisme de
méchanotransduction couplant les changements de morphologie cellulaire, et 1’état du
cytosquelette controle la régénération tissulaire via un contrdle de la localisation cellulaire de
YAP.

Chez la drosophile, 1’équipe du Dr Duronio a montré que Yki et son copartenaire Sd
sont requis pour le retour dans le cycle cellulaire des cellules quiescentes aprés une 1ésion de
I’ceil. En réalisant un crible génétique, ils ont pu montrer que lors d’une Iésion de I’ceil, Sd est
nécessaire pour la prolifération cellulaire compensatoire. Yki, en se liant a Sd induit
I’expression de cyclineE, forgant I’entrée en phase S des cellules quiescentes. L.’équipe a aussi
montré que cette entrée en phase S est dépendante d’Ajuba. Ajuba, senseur de I|’état
apoptotique des cellules, va promouvoir 1’activité du duo Yki/Sd permettant une prolifération
compensatoire et une réparation tissulaire (Meserve and Duronio, 2015).

La régénération est la capacité du disque a retrouver sa taille, sa forme et fonction
initiale suite a une lésion. Cette capacité suggere que les tissus en cours de développement
comme les tissus régénératifs sont capables de mesurer ces différents parametres, et de les
intégrer afin de maintenir une stabilité¢ développementale.

En 2012, I’équipe du Dr Pan a montré qu’une surexpression de YAP transitoire
entraine une hépatomégalie via une augmentation du nombre de cellules sans augmentation de
la taille des cellules. Lors de 1’arrét de la surexpression de YAP, le foie retrouve une taille
normale confirmant un réle majeur de la voie Hippo dans le controle de la taille de 1’organe
chez les mammiféres et le maintien des hépatocytes dans un statut quiescent (Fig19)(Dong et
al., 2007).

X
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var
Hippo)

Figure 19 : Implication de la voie de signalisation Hippo dans la régénération du foie.
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Une inactivation de la voie de signalisation Hippo est suffisante pour permettre un dédifférenciation des
hépatocytes en cellules progénitrices capables d’une régénération hépatique.
D’aprés Yimlamai, D, Christodoulou, C, Galli, GG, Yanger, K, Pepe-Mooney, B, Gurung, B, Shrestha, K,
Cahan, P, Stanger, BZ, Camargo, FD. 2014. Hippo Pathway Activity Influences Liver Cell Fate. Cell

Des chercheurs de I’institut de recherche sur les cellules souches a Boston, dirigés par
le Dr Camargo, ont montré qu’il est possible de guérir un foie atteint d’une maladie chronique
en forcant les cellules a retourner a 1’état de cellules souches. Le Dr Camargo a montré que
I’inactivation de la voie de signalisation Hippo dans des cellules matures de foie entraine une
forte dé-différenciation (Yimlamai et al., 2014). Les cellules du foie redeviennent unipotentes,
formant des progéniteurs endodermaux capables de régénérer le foie 1ésé (Mo et al., 2014).

Dans cette partie, j’ai introduit la notion de croissance intrinséque et extrinséque. Ces
deux croissances interviennent dans les mécanismes de croissance autonome des organes.
Cependant la croissance autonome des différents organes doit étre coordonnée pour donner
naissance a un individu aux proportions correctes.

Je développerai donc dans la prochaine partie les mécanismes impliqués dans le
controle de la coordination de la croissance et de 1’horloge développementale ainsi que les
mécanismes de coordination de la croissance inter-organes.

IV. Coordination de la croissance

1. Coordination de la croissance et de I’horloge développementale

Disque imaginal d’aile
Larve

) ~ur:

- . (5 jours)
Lésion du disque

\) I ) FuPe
(5jours)  Retard développemental

Régénération

Figure 20 : Lésion d’un disque imaginal et régénération.
D’aprés Bryant, PJ, Simpson, P. 1984. Intrinsic and Extrinsic Control of Growth in Developing Organs. Q. Rev.
Biol

Une altération de la croissance du disque imaginal d’aile par chirurgie ou par

modifications génétiques entraine un retard développemental. Ce retard permet au disque de
poursuivre sa croissance, compensant son état d’immaturité. Lorsque le disque a une plus
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longue période pour se développer dans son environnement larvaire, il ne forme pas un
organe plus grand, confirmant qu’un mécanisme de controle de la taille stoppe la croissance a
la taille approprié¢e, prévenant une surcroissance des disques (Fig20) (Martin and Morata,
2006) (Simpson and Morata, 1980). (Bryant and Simpson, 1984).

Le retard induit par une 1ésion du disque entraine un retard dans 1’expression des
signaux circulants controlant les transitions développementales.

Chez les insectes, les transitions développementales sont contrdlées principalement par
facteurs circulants régulés par le systeme neuroendocrine, I’hormone prothoracicotropique
(PTTH), ’hormone juvénile (JH) et ’ecdysone. Le role de I’hormone juvénile étant assez
méconnu chez la drosophile, je me concentrerai principalement sur le lien entre la PTTH et
I’ecdysone.

Glande
en anneau

Neurones
de la PG

SNC

Figure 21 : Le systéme neuroendocrine simplifié chez la drosophile.

Produit par deux paires de neurones du cerveau projetant dans la glande en anneau,
PTTH est un neuropeptide (Fig21). PTTH entraine la sécrétion d’une hormone stéroide,
I’ecdysone, métabolisée au niveau du corps gras en sa forme active la 20-hydroxyecdysone
(20E). Une forte augmentation du niveau d’ecdysone entraine prématurément une entrée en
métamorphose (Garen et al., 1977).

A des stades précis au cours du développement, en réponse a des stimuli
environnementaux, des pics de la neurohormone prothoracitropique (PTTH) contrdlent les
transitions développementales. Ce neuropeptide entraine la sécrétion par la glande anneau de
I’hormone stéroide ecdysone dans I’hémolymphe. Cette sécrétion sous forme de pics
coordonne le développement postembryonaire controlant les mues et I’initiation de la
métamorphose. Le faible pic d’ecdysone présent a la fin des stades larvaires 1 et 2 entraine
une mue de la cuticule larvaire, s’adaptant a I’augmentation de la taille de I’animal.
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Figure 22 : Pics hormonaux contrélant ’horloge développementale.

Des pics de sécrétion de faible amplitude d’ecdysone contrélent les transitions larvaires. Un pic élevé induit
I’entrée en pupaison.

D’aprés Gokhale, RH, Shingleton, AW. 2015. Size control: the developmental physiology of body and organ
size regulation. Wiley Interdiscip. Rev. Dev. Biol

Ensuite, une série de faibles pics d’ecdysone pendant le 3°™ stade larvaire prépare
I’animal pour sa métamorphose en induisant des changements comportementaux et
développementaux (Warren et al., 2006), tels que I’arrét de 1’alimentation, le début du
comportement d’errance le long des parois du tube, la synthése de protéine glue par les
glandes salivaires et I’initiation de I’autophagie du corps gras (Rusten et al., 2004)(Scott et al.,
2004). A la fin du 3°™ stade larvaire, un pic élevé d’ecdysone déclenche I’entrée en pupaison,
I’arrét de la croissance et le début de la métamorphose (Gokhale and Shingleton,
2015)(Fig22).

La chute de I’hormone juvénile semble étre permissive a une forte expression de
PTTH. Cependant, I’ablation de la corpora allata, la glande responsable de la synthése de
I’hormone juvénile, n’altere pas la taille critique minimale et n’accélére pas la métamorphose
(Riddiford et al., 2010). De nombreuses études récentes s’accordent sur la présence d’autres
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facteurs agissant sur la glande prothoracique (PG) permettant la coordination de la synthése et
sécrétion d’ecdysone, telles que les voies de signalisation TOR et Insuline. Ces 2 voies sont
impliquées dans 1’évaluation de la masse critique et la détermination de la taille finale de
I’adulte (Colombani et al., 2005)(Gibbens et al., 2011).

Le controle systémique de la croissance par des facteurs humoraux tels que les Dilps
semble étre essentiel pour la coordination de la croissance des organes en réponse a des
perturbations extérieures telles qu’une réduction de la disponibilité en nutriments au cours du
développement. Toutefois, lorsque la perturbation est interne et localisée, les Dilps
« centraux » ne suffisent pas pour coordonner la croissance des disques imaginaux avec
I’horloge développementale. Pour faire face a une perturbation locale de la croissance, le
retard développemental du disque imaginal affecté¢ doit étre évalué et signalé aux autres
organes de 1’organisme. Les larves possédant un disque imaginal d’aile affecté¢ retarde la
transition développementale, permettant au disque 1ésé¢ de se régénérer (Simpson et al.,
1980)(Stieper et al., 2008)(Halme et al., 2010). Le signal envoy¢ par le disque 1és¢ supprime
la synthése d’ecdysone, en retardant la production de PTTH (Halme et al., 2010). Les disques
imaginaux non affectés ne surcroissent pas pendant cette période extensive de croissance
(Parker and Shingleton, 2011).

L’ecdysone contrdle la durée de la période de croissance. L.’ajout d’ecdysone sauve le
retard développemental induit lors de la Iésion d’un disque imaginal d’aile et I¢ve ’inhibition
de la croissance sur les disques non affectés (Parker and Shingleton, 2011), confirmant que
I’ecdysone est un facteur limitant pour 1’avancement du développement de la larve et la
croissance des organes lorsqu’un disque d’aile est 1és¢. Ces données montrent que 1’ecdysone
régule ’horloge développementale ainsi que la croissance des disques imaginaux. Une récente
¢tude réalisée par I’équipe du Dr Barrio montre que la réduction des taux d’ecdysone altere la
croissance des organes, affectant la croissance cellulaire et la prolifération sans augmenter la
mort cellulaire. A I’inverse une surexpression de 4EBP augmente la croissance des tissus
imaginaux (Herboso et al., 2015). De plus, cette étude montre que I’ecdysone activerait la
croissance des disques imaginaux de fagon 4EBP dépendante.

L’ecdysone est impliquée dans différents points de contrdle développementaux qui
régule I’horloge développementale et permet a 1’organisme de s’adapter aux différentes
conditions environnementales.

2. Coordination de la croissance des organes

Le maintien de la taille des différents organes en proportion avec la taille finale de
I’organisme est un processus développemental complexe nommé coordination inter-organes.
Précédemment, il a ét€ montré que réduire artificiellement le taux de croissance d’un type de
disque imaginal retarde la croissance des autres disques et le programme développemental.
Ralentir, par exemple, la croissance du disque imaginal d’aile entraine le ralentissement de la
croissance du disque imaginal de la patte (Fig23). Les disques imaginaux grandissent a des
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taux de croissance différents, cependant ces taux de croissance sont coordonnés (Parker and
Shingleton, 2011).

Disque d’aile

” Disque de la patte

Disque d’aile

\ Disque de la patte

t t

Taille du disque
Taille du disque

Figure 23 : Coordination de la croissance des disques.

Le taux de croissance du disque d’aile est représenté en vert, celui de la patte en rouge.

Les disques d’aile et de patte n’ont pas le méme taux de croissance. Ralentir la croissance du disque d’aile
entraine un ralentissement de la croissance du disque de patte

Récemment, il a ét¢ montré que la coordination inter-organes peut étre controlée par
I’ajout d’ecdysone de facon exogene, suggérant que de faibles taux d’ecdysone sont
responsables de la coordination inter organes (Herboso et al., 2015).

Une étude réalisée par le Dr Halme a montré que la voie de signalisation NOS
participe a la coordination de la croissance entre organes. En effet, lorsque la croissance d’un
ensemble de disques est affectée par irradiation, la croissance des tissus non affectés est
ralentie. La voie de signalisation NOS limite la croissance du tissu non affecté en réduisant la
biosynthése de D’ecdysone. Le disque affect¢ exprime dilp8, induisant un retard
développemental indépendant de la voie de signalisation NOS. La sensibilit¢ du disque
affecté est trés probablement modulée afin de poursuivre une croissance efficace en présence
d’une diminution du taux d’ecdysone systémique (Jaszczak et al., 2015).

Notion de bruit développemental

L’asymétrie fluctuante est une déviation par rapport a une symétrie parfaite. Elle
provient d’une symétrie intermédiaire obtenue entre le bruit développemental, qui écarte
I’organisme de la symétrie parfaite, et la stabilit¢ développementale qui réduit cet effet (Debat
and Peronnet, 2013).

En 2011, les équipes de Debat et Peronnet ont montré que la surexpression ou
I’inactivation du gene de la cycline G produisent une asymétrie chez les animaux a symétrie
bilatérale, tels que la drosophile (Debat et al., 2011). Affecter la régulation du cycle cellulaire
aboutit a une ¢lévation du niveau de bruit développemental. Curieusement, les mécanismes de
mort cellulaire sont aussi indispensables pour maintenir une stabilité développementale. Des
ailes mutantes pour le géne Hid deviennent asymétriques (Fig24)(Neto-Silva et al., 2009).
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hid/H99 L/R

Figure 24 : L’apoptose indispensable pour maintenir une stabilit¢ développementale :
les mutants pour le géne Hid sont asymétriques.

D’aprés Neto-Silva, RM, Wells, BS, Johnston, LA. 2009. Mechanisms of growth and homeostasis in the
Drosophila wing. Annu. Rev. Cell Dev. Biol

L’étude comparative des ailes droite et gauche permet 1’observation, dans certains cas,
d’une asymétrie bilatérale, reflet d’une stabilit¢ développementale affectée. Pour quantifier
cette asymétrie, j’ai utilisé un index appelé FAi pour index de 1’asymétrie fluctuante. Pour
calculer cet index, il faut mesurer la surface des ailes droite et gauche de chaque mouche. En
utilisant ces valeurs de surface, on applique la formule suivante : FAi = Varl S dolie_gale
gauche | - Cette formule traduit la variance de la valeur absolue de la différence de surface des
ailes droite et gauche.

V. Dilp8, une nouvelle hormone de la coordination

Plusieurs pathologies peuvent entrainer chez I’homme des retards de croissance, une
malnutrition, une déficience en hormones de croissance, un excés de corticostéroides ou
encore une croissance restreinte au cours de la période de croissance intra-utérine. Une
croissance de compensation se met en place. Elle consiste en une accélération de la vitesse de
croissance de l’organe par rapport au stade développemental ou il se situe mais pas par
rapport a son état de maturation. L’organe continue donc a grandir pendant une période
étendue alors que les individus contrdles ont cessé leur croissance.

Des molécules sont donc capables de controler 1’horloge développementale et la
croissance afin de s’assurer que chaque organe a atteint sa taille finale. Quelles sont les
molécules qui contrdlent les transitions développementales chez la drosophile ?

1. Dilp8 et le contrdle de I’horloge développementale

Lorsque l'on affecte la croissance des tissus imaginaux chirurgicalement ou
génétiquement, un retard développemental se met en place (Bryant and Simpson, 1984). Les
tissus, dont le programme de croissance n’est pas terminé, doivent se synchroniser avec les
autres organes larvaires avant la transition vers le stade pupal (Stieper et al., 2008)(Halme et
al., 2010).
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En I’absence de disques, des larves s’empupent sans aucun retard développemental, ce
qui suggere que le signal sécrété par les organes 1€sés est inhibiteur. Ce signal inhibiteur
prévient ’entrée en pupaison tant que les disques n’ont pas atteint le stade de maturation
attendu. Curieusement, la nature de ce signal est restée trés longtemps inconnue.

Un crible génétique a été réalisé au sein du laboratoire, dont le but était I’identification
de génes impliqués dans le retard de développement induit par une perturbation de croissance
des disques imaginaux. Deux lignées génétiques ont été générées. Au sein d’une premicre
lignée, ’inhibition du géne avalanche, impliqué dans les mécanismes précoces d’endocytose,
entraine la formation de surcroissances tissulaires appelées néoplasmes. Au sein d’une
deuxiéme lignée, I’inhibition d’un géne rpl/7 codant pour une protéine ribosomique aboutit a
un retard de croissance. 11000 genes ont été testés pour leur capacité a sauver le phénotype de
retard développemental induit dans le disque imaginal d’aile par I’inhibition des genes
avalanche et rpl7.

Ce crible a permis d’identifier le geéne dilp8, une hormone de la famille des
insulines/relaxines impliquée dans le lien entre I’horloge développementale et la maturation.
L’équipe a pu montrer que dilp8 inhibe la croissance tissulaire pour permettre une
régénération du disque fragilisé. Au sein de disques dont la croissance est affectée
génétiquement ou chirurgicalement, dilp8 est surexprimé, agissant sur le systéme nerveux
central pour inhiber la syntheése de 1I’ecdysone, empéchant la progression vers le stade pupal
(Colombani et al., 2012) (Garelli et al., 2012).

2. Lien entre dilp8, I’ecdysone et le contréle de la taille

Dilp8 est impliqué dans le controle de 1’horloge développementale agissant sur la
syntheése d’ecdysone. La réduction des niveaux de dilp8 n’est pas suffisante pour engendrer
une métamorphose prématurément, confirmant que Dilp8 est un signal permissif pour la
poursuite du programme de croissance. L’expression de dilp§ suggére que ce géne pourrait
étre li¢ au point de contrdle de la masse critique. Une chute de 1’expression de dilp8 intervient
aux alentours de 80h aprées la ponte, période a laquelle la larve a déja atteint sa masse critique
(Fig25) (Stieper et al., 2008). Le SNC pourrait donc percevoir cette chute du niveau de Dilp8
systémique et en conséquence permettre la poursuite du développement. A I’inverse, lors de
lIésions des disques imaginaux, une ¢lévation de la quantit¢ de Dilp8 présent dans
I’hémolymphe bloque la poursuite du programme temporairement, permettant une réparation
du disque avant d’entrer dans le prochain stade développemental. dilp8§ semble étre un signal
permissif. En effet, méme en 1’absence de tissus imaginaux, la larve entre en pupaison
(Rewitz et al., 2013).
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Figure 25 : dilp8 impliqué dans le point de controle de la taille des disques imaginaux.

Un point de contrdle se situant aux alentours de 80h aprés formation de I’embryon vérifie que les disques
imaginaux ont atteint une taille minimale pour permettre la poursuite du développement. L’expression de dilp8
est particulierement élévée a ce stade, suggérant que 1’accumulation de Dilp8 pourrait agir comme un signal
permissif de poursuite du programme développemental.

D’aprés Rewitz, K.F., Yamanaka, N. & O’Connor, M.B., 2013. Developmental checkpoints and feedback
circuits time insect maturation

Actuellement, le mécanisme d’action de dilp8 sur le systéeme nerveux central (SNC)
est méconnu. dilp8 semblerait agir sur le systéme endocrinien pour réprimer la synthése ou la
sécrétion d’ecdysone (Fig 26).
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Figure 26 : dilp8 réprime I’expression de I’ecdysone
D’aprés Colombani, J., Andersen, D.S. & Léopold, P., 2012. Secreted peptide Dilp8 coordinates Drosophila
tissue growth with developmental timing. Science

La surexpression de dilp8 prolonge la période larvaire d’environ 3 jours. L’absence de
PTTH ou de son récepteur Torso entraine un retard similaire (Rewitz et al., 2009)(McBrayer
et al., 2007). De plus, la surexpression de dilp§ comme 1’inhibition de PTTH retarde, mais ne
bloque pas, I’entrée en métamorphose.
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dilp8 pourrait agir sur la voie de signalisation de PTTH a plusieurs niveaux, sa
production, sa disponibilité, ou sa transformation en une forme active. dilp8 pourrait aussi
agir sur la capacité de la PG a répondre & PTTH, en modulant la production de son récepteur
Torso ou son activité. Une étude a montré qu’inhiber la croissance du disque par irradiation
conduit a une réduction de I’expression de PTTH dans la PG (Halme et al., 2010). Cette étude
suggere que dilp8 pourrait agir en diminuant la synthése de PTTH par les neurones projetant a
la PG limitant la production d’ecdysone. Une quantité suffisante de dilp8 produit par le disque
imaginal prévient la production d’ecdysone et retarde la maturation. Comment dilp8 agit-il
sur le SNC ?

3. Dilp8 et son récepteur Lgr3: circuit cérébral controlant I’horloge
développementale

La récente découverte du récepteur de Dilp8 a permis de mieux comprendre son action
sur le SNC. Dilp8 appartient a la famille des insulines/relaxines et ne semble pas agir au
niveau du récepteur unique a I’insuline, I’InR. Un crible génétique au sein du laboratoire a été
réalisé dans le but de découvrir le récepteur de Dilp8. Lors de la réalisation de ce crible, Dilp8
est surexprimé dans les tissus imaginaux provoquant un retard développemental. L’ inhibition
du récepteur de Dilp8 dans le tissu cible doit sauver ce retard développemental. En effet, des
expériences de coculture réalisées avec des cerveaux entiers et une forme active de Dilp8 ou
une forme inactive Dilp8A, ont permis de montrer une augmentation des niveaux d’ecdysone
produit par le cerveau en présence de Dilp8. En présence d’une forme inactive Dilp8A, la
production d’ecdysone n’est pas augmentée par rapport a la condition contrdle (cerveau seul).
Cette expérience a permis de conclure que le tissu responsable du controle de 1’horloge
développementale par Dilp8, est le cerveau. Le crible a donc été réalisé avec 3 lignées Gal4
différentes, permettant une inhibition de Lgr3 dans la PG, les neurones et la glie. Ce crible a
permis d’identifier Lgr3, I’'un des deux récepteurs orphelins de la famille des relaxines. dilp8
pourrait donc agir via un mécanisme plus proche de celui des relaxines que des insulines.

Le récepteur Lgr3 s’exprime dans une paire bilatérale de neurones nommés Growth
Coordinating Lgr3 (GCL). Les neurones GCL ne projettent pas directement sur la PG. Ils
jouent le rdle d’intermédiaire dans le circuit contrdlant la production d’ecdysone. Les
neurones GCL ont une arborisation axonale dense et entourent les projections dendritiques
des neurones PTTH. Les neurones PTTH projettent leurs axones sur la PG et controlent la
production d’ecdysone par I’activation du récepteur Torso des cellules de la PG. Une
expérience de GRASP a permis aussi de conclure a une proximité physique entre les neurones
GCL et les neurones PTTH, suggérant qu’ils pourraient étre des partenaires synaptiques. Ces
résultats suggérent que les neurones GCL contrdlent la synthése d’ecdysone en modulant
’activité des neurones PTTH, et/ou le relargage et la production de PTTH (Colombani et al.,
2015)(Garelli et al., 2015)(Vallejo et al., 2015)(Jaszczak et al., 2015).
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4. Lien entre dilp8 et I'état de croissance des tissus

a. Réponse au stress tissulaire JNK/dilp8

Au cours de différents stress environnementaux, la voie de signalisation JNK est
activée. Dans les conditions avalanche et rpl7, JNK est induit (induction du rapporteur
d’activation de la voie puc-lacZ). Une réduction de Dl’activit¢ de la voie JNK dans les
conditions avalanche et rpl7, en utilisant une surexpression de puc est suffisante pour réduire
I’augmentation des niveaux d’ARNm de dilp§ (Colombani et al., 2012) .

En présence d’un stress chronique du réticulum endoplasmique induit par la
Preselinin, la voie de signalisation JNK est activée dans les cellules apoptotiques via un
mécanisme dépendant de PERK/ATF4. Cette induction de la voie JNK se traduit par un retard
développemental dépendant de dilp8 permettant un remplacement des cellules apoptotiques
(Demay et al., 2014).

Lors de la Iésion physique d’un disque en cours de développement, la régénération se
met en place activant les voies de signalisation JNK et JAK/STAT. Dilp8 est surexprimé,
provoquant un retard d’entrée en pupaison, permettant au disque 1€sé de se régénérer (Fig27).
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Figure 27 : Régulation de dilp8 par la voie JAK/STAT lors des processus de
régénération.

Face a une Iésion, un processus de régénération dépendant des voies de signalisation JNK et JAK/STAT se met
en place. Le ligand Upd est fortement sécrété entrainant I’activation de la voie de signalisation JAK/STAT
contrélant 1’expression de dilpS. L’induction de dilp8 produit un retard développemental nécessaire a la
régénération du tissu 1ésé.

D’aprés Katsuyama, T. et al., 2015. During Drosophila disc regeneration, JAK/STAT coordinates cell
proliferation with Dilp8-mediated developmental delay. Proceedings of the National Academy of Science
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Une Iésion effectuée sur un disque mutant pour la protéine JAK encodée par le gene
hop ne montre pas de surexpression de I’ARNm de dilp8 par hybridation in situ. L’induction
de dilp8 dans un contexte de régénération pourrait donc étre dépendante de la voie de
signalisation JAK/STAT en aval de JNK (Katsuyama et al., 2015).

En présence d’une tumeur de type eyeful, qui produit une surcroissance massive de
I’ceil et ’apparition de métastases, dilp8 est fortement surexprimé (Garelli et al., 2012). Cette
surexpression est JNK dépendante. Des larves présentant des tumeurs de ’ceil de type
rasvl2scrib’, présentent une forte augmentation des niveaux d’ARNm de dilp8, un faible taux
d’entrée en pupaison et un fort retard développemental. Les facteurs de transcription Fos et
Ets21 sont requis pour la formation des tumeurs ras”’’scrib’ . L’inhibition de ces 2 facteurs de
transcription par RNAi en contexte ras’'’scrib’ est suffisante pour améliorer la viabilité
larvaire, 1’horloge développementale et diminuer significativement les niveaux de dilp$.
L’induction de dilp8 dans les tumeurs ras"'’scrib’ est sous contrdle de la voie de signalisation
JNK et implique les facteurs de transcription Fos et Ets21c (Kiilshammer et al., 2015).

En réponse a une Iésion du disque, dilp8 pourrait étre surexprimé par la voie de
signalisation JAK/STAT en aval de JNK. Dilp8 posséde aussi de nombreuses fonctions au
cours du développement normal.

5. Fonctions de dilp8 au cours du développement normal

a. Dilp8 et son récepteur Lgr3 impliqué dans les fonctions
reproductrices

Fru et Dsx sont deux facteurs de transcription qui controlent le développement du
cerveau en fonction du genre (male ou femelle). /gr3 est également régulé par Fru et Dsx, en
fonction du sexe, dans une population de neurones localisés dans le ganglion abdominal. De
plus, il a été¢ montré que Dilp8, ligand de Lgr3, est exprimé treés fortement au sein des ovaires.
La régulation sexe spécifique de Lgr3 pourrait permettre aux ovaires de signaler leur état
reproductif au systéme nerveux périphérique afin d’obtenir le meilleur potentiel reproductif
(Meissner et al., 2016).

b. Régulation post transcriptionnelle des niveaux d’ARNm de dilp8 par
I’exoribonucléase Pacman au cours du développement normal

Chez la drosophile, Pacman est la seule enzyme capable de dégrader les ARNm dans
la direction 5’-3’. Les mutants nuls pour pacman présentent une réduction de la taille des
disques imaginaux, un retard d’entrée en pupaison et une létalité au cours du premier stade
pupal. La réalisation d’un séquengage d’ARN sur un extrait de larves mutantes pour pacman a
permis de montrer que dilp8 est régulé post transcriptionnellement par Pacman. Au cours du
développement normal, pacman est donc impliqué dans la suppression de transcrits cruciaux
pour le controle de la croissance, tels que dilp8 (Jones et al., 2016).
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c. Dilp8 est impliquée dans [I'homéostasie et Ila robustesse
développementale

En 2012, I’équipe de Dominguez a montré qu’un mutant hypomorphe pour dilp8
présente une asymétrie bilatérale des ailes suggérant son implication dans la stabilité
développementale (Fig28).

p<0.0001
0.0012 1 Al
0.0009 A
= 0.0006 1
0.0003 A
- 0.0000 -
w Mi{MIC} Mi{MIC} Mi{MIC}
left wing area (63.171 pixels) M%p;:” M%;ags Mm

right wing area (76.437 pixels)
[n=50] [n=50] [n=20] [n=15]

intra individual variation
females

Figure 28 : Asymétrie d’un mutant hypomorphe pour dilp8.
D’aprées Garelli, A. et al., 2012. Imaginal discs secrete insulin-like peptide 8 to mediate plasticity of growth and
maturation. Science

La synchronisation de la croissance des tissus périphériques est contrélée par I’action
de Dilp8 sur son récepteur Lgr3 au sein des neurones GCL. En effet, une inactivation de
I’expression de /gr3 dans les neurones GCL en présence d’une surexpression de dilp8 entraine
une asymétrie (Fig29)(Colombani et al., 2015; Garelli et al., 2015; Vallejo et al., 2015).

Quels sont les inputs sur I’expression de dilp8 au cours du développement normal d’un
tissu permettant la comparaison de son état avec celui des tissus voisins ?
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Figure 29 : Schéma récapitulatif de 1a fonction de dilp$.

Une paire bilatérale de neurones positifs pour Lgr3 (GCL growth coordinating Lgr3) régule la fonction de Dilp8.
Ces neurones interagissent physiquement avec les neurones PTTH. La voie de signalisation Lgr3 dans les
neurones GCL coordonne la croissance et limite la variabilité développementale.

D’aprés Colombani, J, Andersen, DS, Boulan, L, Boone, E, Romero, N, Virolle, V, Texada, M, Leopold, P.
2015. Drosophila Lgr3 Couples Organ Growth with Maturation and Ensures Developmental Stability. Curr. Biol
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Résultats

VI. Manuscrit

1. The Hippo signalling pathway coordinates organ growth and limits
developmental variability by controlling dilp8 expression

a. Introduction

Le but général de ma thése est de comprendre comment la croissance individuelle et
harmonieuse des organes forme des individus aux bonnes proportions. La croissance
individuelle des organes doit étre coordonnée et mise a I’échelle de la taille finale de
I’individu pour donner naissance a un individu aux proportions correctes. En effet, de
nombreuses expériences suggerent que les organes suivent un programme autonome de
croissance. Au cours d’expériences de transplantation réalisées dans les années 80, des
disques de jeunes larves transplantés dans un environnement permissif de croissance
(abdomen d’une femelle adulte) grandissent, atteignant la taille attendue a la fin du
développement normal larvaire, juste avant la métamorphose. Par conséquent, un mécanisme
de coordination doit s’assurer que chaque organe a atteint une taille appropriée avant de
procéder a sa transition développementale. Un autre aspect de la croissance est essentiel. Bien
que chaque type de disques grandisse a des taux de croissance différents, ces taux se
coordonnent.

Au sein du laboratoire, Dilp8 a été identifi¢ comme une hormone couplant la
croissance des organes avec la maturation de I’animal. En effet, Dilp8 est sécrétée par des
disques présentant une croissance anormale et agit sur le systéme nerveux central pour
retarder la métamorphose.

Mon projet de thése a consisté a essayer de comprendre comment ce mécanisme de
coordination se met en place au cours du développement normal et quel est le couplage entre
I’activité de dilp8§ et la croissance tissulaire. De fagon surprenante, un mutant hypomorphe
pour dilp8 présente une asymétrie bilatérale, reflet du réle de dilp8 dans la coordination de la
croissance des organes. La régulation de dilp8 est méconnue. J’ai montré au cours de ma
these que les membres de la voie de signalisation Hippo, son co-activateur transcriptionnel
Yki et son partenaire de liaison a ’ADN, Sd, régulent directement 1’expression de dilp8 a
travers 3 HREs dans le promoteur de dilp8. Cette régulation est pertinente fonctionnellement,
puisqu’une mutation des 3 HREs par CRISPR aboutit a des animaux présentant une asymétrie
bilatérale. La voie de signalisation Hippo joue un rdle clé dans les mécanismes d’évaluation
de la taille permettant aux organes d’adapter leur croissance. Le couplage entre 1’expression
de dilp8 et 1a voie de signalisation Hippo montre comment 1’état instantané de croissance d’un
organe est ressenti au niveau de D'individu et peut étre centralisé par un circuit de
rétrocontrdle systémique.

b. Manuscrit
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The Hippo signalling pathway coordinates organ growth and limits developmental

variability by controlling dilp8 expression
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Introductory paragraph:

Coordination of organ growth during development is required to generate fit
individuals with fixed proportions. We recently identified Drosophila Dilp8 as a key
hormone in coupling organ growth with animal maturation. Dilp8 is secreted from
abnormally growing organs and acts on the central nervous system (CNS) to delay
metamorphosis. In addition, dilp8 mutant flies exhibit elevated levels of fluctuating
asymmetry (FA) demonstrating a function for Dilp8 in coordinating organ growth and
limiting developmental variability. The signals regulating Dilp8 activity are not yet
known. Here we show that Hippo (Hpo) pathway members, the transcriptional co-
activator Yorkie (Yki; YAP/TAZ) and its DNA-binding partner Scalloped (Sd), directly
regulate dilp8 expression through a Hpo Responsive Element (HRE) in the dilp8
promoter. We further demonstrate that this regulation is functionally relevant, since
mutation of the HRE by genome editing results in animals exhibiting increased levels
of FA. The Hpo pathway is thought to play an instrumental function in organ size
assessment. The coupling between Hippo signalling and dilp8 function provides a
mechanistic explanation for how the growth status of organs is sensed, allowing
monitoring and coordinating organ growth trajectories through a feedback loop

involving a central hormonal relay.
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Main text:

The classic reciprocal grafting experiments of Twitty and Schwind (Twitty and
Schwind, 1931) on salamanders have established more than 80 years ago that
organs follow autonomous growth programs. The principle of autonomous organ
growth was later confirmed in various animals including insects. Thus, when young
larval imaginal discs are transplanted in heterologous environments, they reach final
sizes that are comparable to those achieved in situ (Bryant and Simpson, 1984). To
achieve individuals of correct size and proportions, mechanisms allowing organ
growth to be coordinated and coupled with the developmental program are
essential. Evidence that such coordination mechanisms exist comes from studies
showing that artificially slowing down growth of a subset of discs reduces the growth
rate of unperturbed discs and delays metamorphosis, allowing perturbed discs to
complete their growth programs before entry into metamorphosis (Parker and
Shingleton, 2011; Jaszczak et al., 2015). We and others recently identified the
hormone Dilp8 as a central organiser of organ growth (Colombani et al., 2012; Garelli
et al., 2012). Dilp8 is secreted from abnormally growing organs and acts remotely on
the central brain complex to delay metamorphosis (Colombani et al., 2012; Garelli et
al., 2012). Recent work shows that Dilp8 signals through the Leucine-rich repeat-
containing G protein-coupled receptor 3 (Lgr3) in a pair of bilateral brain (GCL)
neurons activating a neuroendocrine circuit, which ultimately suppresses the
synthesis of the moulting steroid hormone ecdysone (Colombani et al., 2015; Garelli
et al., 2015; Vallejo et al., 2015). Interestingly, mutations in the dilp8 and Igr3 loci
produce animals that exhibit fluctuating asymmetry (FA), implying an additional
function of the dilp8/Igr3 axis in coordinating organ growth (Colombani et al., 2015;
Garelli et al., 2012, 2015). Reducing Igr3 levels in the GCL neurons recapitulates the
Igr3 mutant phenotype consistent with organ growth being coordinated through a
central relay (Colombani et al., 2015). The ability of dilp8 to coordinate organ growth
suggests that its expression should be controlled by signals central to organ size
assessment mechanisms. To gain insight into how dilp8 expression might be coupled
with organ growth, we searched for regulators of dilp8 expression among the 120

candidates recovered in our genome-wide screen (Colombani et al.,, 2012). The
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condition used for this screen corresponds to a disc-specific knockdown of the
syntaxin, Avalanche (Avl; rn>avl RNAi), which generates disc-specific neoplastic
growth and a Dilp8-dependent 3-day delay in the pupa-to-larva transition
(Colombani et al., 2012). We inferred that reducing the function of molecules
regulating dilp8 expression should rescue the delay of rn>avl RNAi animals. Indeed,
altering JNK signalling, which efficiently rescues the delay, also suppresses the
upregulation of dilp8 transcription observed in rn>avl RNAi animals (Colombani et
al., 2012). The ability of JNK signalling to induce dilp8 transcription in response to
various stress, including wound healing and tumour formation, likely represents an
important checkpoint mechanism allowing the organism to recover before entering
metamorphosis, but may not be important for coordinating organ growth in healthy
animals (Colombani et al., 2012). In addition to JNK signalling, we identified the Hpo
pathway as an important regulator of dilp8 expression. Thus, altering Hpo signalling
by reducing levels of the transcriptional co-activator Yki and its binding partner Sd
efficiently rescues the delay and normalises dilp8 transcript levels in rn>avl RNAI
animals (Fig. la-b). Given the substantial evidence that crosstalk takes place
between the Hpo and JNK signalling pathways (Rauskolb et al., 2014; Sun and Irvine,
2013), we tested whether Yki can regulate dilp8 expression independently of JNK
signalling. Indeed, we found that dilp8 expression was still significantly upregulated
by Yki overexpression in flies that are mutant for the JNK kinase, Hemipterous (Hep)
(Fig. 1c-f). Interestingly, the Hpo tumour-suppressor pathway is an important
regulator of organ growth and is thought to play a central role in the organ size
assessment mechanism. The core components of the Hpo pathway include the Hpo
(Mst1/2 in humans) and Warts/Lats kinases, which upon activation phosphorylates
the transcriptional co-activator Yorkie (Yki; YAP/TAZ in humans) thereby causing its
retention in the cytoplasm (Yu et al., 2015). When the Hpo pathway is inactive, Yki
translocates to the nucleus where together with its DNA-binding partner Scalloped
(Sd) it activates target genes and promotes organ growth (Huang et al., 2005; Dong
et al., 2007; Zhang et al., 2008; Wu et al., 2008; Goulev et al., 2008; Zhao et al.,
2008). Upstream positive regulators of the Hpo pathway include the two membrane-
associated FERM-domain proteins, Merlin and Expanded (Ex), and their interacting

protein Kibra (Yu et al., 2015; Schroeder and Halder, 2012; Gaspar and Tapon, 2014).
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Given that Yki and Sd are required for the up-regulation of dilp8 expression observed
in our rn>avl RNAI condition (Fig 1a-b), we next tested whether overexpression of yki
is sufficient to activate dilp8 transcription. Using an enhanced Green Fluorescent
Protein (eGFP) trap inserted in the first intron of the dilp8 gene as a reporter for
native dilp8 expression, we could observe increased levels of eGFP in yki
overexpressing clones (Fig 2a). Consistent with this, Dilp8 protein levels were also
elevated in these clones (Fig 2a). Yki has been reported to activate transcription
through its associated with a number different transcription factors including Sd
(Zhang et al., 2008; Wu et al., 2008; Goulev et al., 2008; Zhao et al., 2008). In
agreement with Yki regulating dilp8 expression through its association with Sd, we
found that reducing Sd levels in Yki overexpressing clones abolished the Yki-
dependent upregulation of Dilp8 (Fig. 2b-d’). We next examined dilp8 levels in clones
carrying mutations in genes encoding upstream components of the Hpo pathway
including ex, hpo, and warts. As expected, activating Yki by reducing the activity of
upstream Hpo pathway members increases Dilp8 protein levels (Fig. 2e-g’).
Genome-wide CHIP seq analyses using an anti-Yki antibody recently identified
a number of potential Yki target genes (Oh et al., 2013; Zhang et al., 2008).
Interestingly, Yki pulled down a 600 bp promoter fragment localised 1.5 kb upstream
of the coding region in the dilp8 locus. Close examination of this fragment revealed
three potential Sd-binding sites (hereafter referred to as Hpo Responsive Element,
HRE) (Oh et al., 2013), suggesting that dilp8 expression might be a directly activated
by Yki and Sd (see Fig. 3a). To test this, we performed DNA pull-down assays by
mixing lysates from cells expressing Sd-Flag and DNA fragments corresponding to a
600 bp fragment of the dilp8 promoter region around the HRE (dilp8 promoter
fragment: dilp8-PF) or a region in the diap promoter that is known to bind Sd (diap-
PF) as positive control. We found that Sd-Flag binds the dilp8-PF and diap-PF with
similar efficiency (Fig. 3b). Moreover, the binding of Sd-Flag to the dilp8-PF is
abolished upon mutation of the three putative Sd binding sites (dilp8-PF A 123; Fig.
3b). To test the functional relevance of this binding, we analysed the potential of
each of these fragments to promote transcription of the luciferase reporter gene in

the presence of Sd and Yki. Consistent with the DNA pull-down results, the diap-PF

61



and dilp8-PF, but not the dilp8-PF A 123, were able to activate transcription in the
presence of Yki and Sd (Fig.3c). To study the transcriptional regulation of dilp8 by Yki
in vivo, we next generated transgenic flies carrying constructs harbouring either the
full dilp8 promoter (dilp8-full-prom), dilp8-PF, dilp8-PF A 123, or intron 1 of the dilp8
gene as a negative control, all fused to the lacZ coding sequence (Fig. 3a). We found
that dilp8-PF was as efficient as dilp8-full-prom to induce lacZ expression in Yki
overexpressing clones (Fig. 3d-f”’). The ability of Yki to induce lacZ expression
depends on the integrity of the HRE, since mutations of all three Sd-binding sites
prevented all lacZ expression in Yki overexpressing clones (Fig. 3g-g’”’). Altogether
these results are consistent with Yki activating dilp8 gene expression through Sd
bound to the HRE in the dilp8 promoter.

We ultimately wanted to know whether the Yki-dependent regulation of
Dilp8 function is central to the mechanism allowing organ growth coordination. To
test the biological relevance of the HRE in the dilp8 promoter, we carried out gene
editing using a combination of CRISPR-induced double-stand breaks and ends-out
homologous recombination (Baena-Lopez et al., 2013) to replace the endogenous
dilp8-PF with either dilp8-PF A 123 or a control dilp8-PF at the dilp8 locus. As
expected, Yki-dependent induction of dilp8 expression was efficiently suppressed in
flies carrying mutations in the HRE (dilp8-PF A123) (Fig. 4a-b’). By contrast, JNK-
dependent regulation of Dilp8 expression was not compromised in this genetic
background (Fig. 4c-d’). Finally, dilp8-PF A 123, but not dilp8-PF flies exhibit
increased levels of fluctuating asymmetry comparable to that observed in dilp8 null
mutant flies (Fig. 4e-f). This contrasts with the observation that hep75 mutant flies
do not exhibit elevated levels of fluctuating asymmetry (data not shown).
Altogether, these results are consistent with a central role of Yki in coordinating
organ growth and limiting developmental variability through its effect on dilp8

expression.
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Discussion

Based on previous experimental data, two non-exclusive models can be proposed for
organ growth coordination during development. According to the developmental
checkpoint model, each tissue autonomously follows its growth trajectory and
deviations that may occur due to developmental noise are resolved at the end of the
growth period by adjusting the time of the next developmental transition.
Alternatively, continuous coordination of growth rates and/or organ size could take
place during development, allowing organs to adjust with each other while growing.
Although experimental evidence exists for both mechanisms in response to large
growth disruptions, it is not clear whether they apply for small perturbations usually
encountered by larval organs during development. For both models however,
coordination must rely on a molecular mechanism linking the status of organ growth
with Dilp8 function. Based on a flurry of experimental approaches, different working
models have been proposed to explain organ-autonomous size control operating in
complex organisms. One unifying view is that the Hpo pathway plays an instrumental
role in assessing and regulating organ growth. The ability of the Hpo pathway to
integrate both short- and long-range signals makes it an ideal candidate for sensing
organ size and regulate growth accordingly. Importantly, we demonstrate here
direct molecular and functional links between Hpo/Yki signalling and dilp8
expression during normal development. Furthermore, suppressing the sole input of
Yki on dilp8 expression suffices to increase developmental instability and
recapitulates the effect of a dilp8 loss-of-function mutation. The coupling between
Hpo pathway activity and dilp8 expression allows the growth status of organs to be
transduced into a Dilp8 signal. Dilp8 acts through its receptor Lgr3, residing in two
pairs of bilateral neurons to control the levels of the steroid hormone ecdysone. This
in turn affects the timing of maturation, allowing for a checkpoint mechanism on the
developmental transition (Colombani et al., 2015; Vallejo et al., 2015; Garelli et al.,
2015). When ectopically expressed, Dilp8 also affects organ growth, suggesting that
it may also participate in a continuous feedback taking place during development.
Whether ecdysone acts downstream of Dilp8/Lgr3 to mediate such continuous

feedback on organ growth remains to be determined. Several reports indicate that
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ecdysone is required for imaginal tissue growth both in flies and in Lepidoptera
(Jaszczak et al., 2015; Nijhout and Grunert, 2010) and previous data suggest that
organ growth coordination relies on systemic effects mediated by ecdysone
(Herboso et al., 2015). Interestingly, Taiman, a co-activator of ecdysone receptor
(EcR) mediates Yki-dependent dilp8 expression, therefore suggesting that the
ecdysone signal itself feeds back on dilp8 expression (Zhang et al., 2015).

Imaginal disc growth follows two distinct phases: exponential growth at a roughly
constant rate followed by a gradual slowing as the disc nears its target size (Mao et
al.,, 2013; Nienhaus et al., 2012). Therefore, the same feedback strategy is likely to
have different effects in the two stages. During the exponential growth phase, more
Yki in one disc can be interpreted as faster growth. In the decelerating phase, more
Yki can be interpreted as delayed developmental growth since other discs are
engaged in a gradual growth arrest. In this context Yki-dependent Dilp8 induction
would trigger growth coordination. Further quantitative data on individual disc
growth trajectories and Yki/Dilp8 coupling will be necessary to decipher these

regulations.
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Figure legends

Figure 1. Yki regulates dilp8 expression independent of the JNK pathway. (a)
Reducing Yki or Sd levels rescues the delay of rn>avl RNAi animals. Percentage of
larvae that have pupariated at the indicated hours after egg deposition (AED) is
shown (n > 90, triplicate experiments, error bars represent SEM). (b) Silencing of Yki
or Sd efficiently suppresses the upregulation of dilp8 mRNA levels observed in rn>av/
RNAi animals. Relative dilp8 mRNA levels were measured using gPCR on whole
larvae of the indicated genotypes. (c-e’) Yki induces dilp8 expression independent of
JNK signalling. Larval wing discs of the indicated genotypes were dissected 116 hrs
AED and stained for Dilp8. (f) gPCRs on the indicated genotypes showing that the

Yki-dependent induction of dilp8 is still significant in a hep”® mutant background.

Figure 2. Yki regulates dilp8 transcription through Sd. (a-g) wing imaginal disc
carrying GFP-labelled wildtype clones (b-b’), clones expressing Yki (a-a’”’, c-c’) or Yki +
Sd RNAi (d-d’), or GFP-negative clones mutant for ex (e-e’), hpo (f-f') or wts (g-g’)
dissected 116 hs AED and stained for Dilp8.

Figure 3. Yki directly regulates dilp8 expression through a HRE in the dilp8
promoter. (a) Schematic of the dilp8 promoter region and the HRE harbouring the
three putative Sd-binding sites (indicated as green squares). The dilp8 promoter
fragments used to study Yki-dependent regulation of dilp8 expression in vivo are
shown. (b) DNA pulldown experiments show that binding of Sd to the dilp8-PF is
mediated by the three Sd-binding sites. The indicated DNA fragments were
incubated with lysates from S2 cells transfected with Sd-Flag. Band intensities
represents the average of three independent experiments: for diap-PF: 3.8+0.7
(positive control), for act: 1+0.2 (negative control), for dilp8-PF: 5.1+1.0, and for
dilp8-PF A123: 1.9+0.4. (c) Luciferase assay showing that Yki/Sd activate gene
expression through the HRE in the dilp8-PF. The luciferase assay was performed
using lysates from cells transfected with Yki and Sd. The ability of Yki/Sd to induce
gene expression from the indicated promoter fragments was measured (error bars

277

represent SEM). (d-g’”’) Yki induces dilp8 transcription through the HRE in vivo. Wing
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imaginal discs carrying GFP-labelled Yki expressing clones were dissected from
transgenic flies carrying the indicated dilp8 promoter fragments fused to the LacZ-

encoding sequence.

Figure 4. Yki-dependent regulation of Dilp8 coordinates organ growth and limits
developmental instability. (a-d’) JNK-dependent regulation of dilp8 expression is not
affected in dilp8-PF A 123 animals. Wing discs were dissected from the indicated
genotypes and stained for Dilp8. (e-f) Mutation of the three Sd-binding sites in the
dilp8 promoter by gene editing induces FA. Bar histograms shows FA indices (Fai) of

left and right wing areas measured on individuals of the indicated genotypes.
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Experimental procedures

Fly Strains and Food. Animals were reared at 25°C (or 26.5°C for Fai measurement)
on fly food containing, per liter: 17g inactivated yeast powder, 83g corn flour,

10g agar, 60g white sugar, and 4.6g Nipagin M.

Cell culture. Drosophila S2R+ cells were grown in Complete Schneiders medium
(CSM; Schneiders medium (Invitrogen) supplemented with 10% heat-inactivated
Fetal Bovine Serum (FBS, BioWhittaker), 50 U/ml penicillin, and 50 ug/ml
streptomycin (Invitrogen)) at 25°C. Transfections were done using Effectene

reagent (Qiagen).

Immunostainings of Larval Tissues. Tissues dissected from larvae in 1x
phosphate-buffered saline (PBS [137mM NaCl, 2.7mM KCl, 4.3mM Na2HPO4,
1.47mM KH2PQO4, pH8]) at the indicated hours AED were fixed in 4%
formaldehyde (Sigma) in PBS for 20 min at room temperature, washed in PBS
containing 0.1% Triton X-100 (PBT), blocked for 2 hours in PBT containing 10% FBS
(PBS-TF), and incubated overnight with primary antibodies at 4°C. The next day,
tissues were washed, blocked in PBS-TF, and incubated with secondary antibodies
at 1/500 dilution (Cy3-conjugated donkey anti-rat or Alexa fluor 647 goat anti-rat,
Cy3- conjugated donkey anti-chicken from Jackson ImmunoResearch) for 2 hours
at room temperature. After washing, tissues were mounted in Vectashield
containing DAPI for staining of DNA (Vector Labs). Fluorescence images were
acquired using a Leica SP5 DS (20x and 40x objectives) and processed using

Adobe Photoshop CS5 or Image J. Wing discs areas were measured using Image J.

Antibodies. The following primary antibodies were used, rat anti-Dilp8: 1/500

(Colombani et al., 2012) and chicken anti-beta-galactosidase: 1/1000 (GeneTek).

Plasmids. dilp8, diap and actin promoter sequences were PCR amplified

from genomic DNA (DNA preparations made using DNeasy Blood and Tissue kit
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(Qiagen)) and cloned in the pENTR/D-Topo vector (Invitrogen) using the following
primers: for pENTR-dilp8-PF: sense, GTA TGA TAG CAG GGT TCT GTG and anti-sense,
AGG TTG TGA AAT TGT ATT TAT GAA TGA, for pENTR-diap-PF: sense, ATT TGC CCT
TGT CTG TAG TTG C and antisense, ATC GAG CAA TGG ATA AAC CGT GAG, for pENTR-
act-PF: sense, GGA CTC GTC GTA CTC CTG CTT G and antisense, CCC ATC TAC GAG
GGT TAT GC. To generate the pENTR-dilp8-PF A123 plasmid, mutations were
introduced in pENTR-dilp8-PF using the kit QuickChange site-directed mutagenesis
kit (Stratagene) and the following primers: Dilp8 MutSd S1: TTC GCA CGT ATC
CTT CTT CAT GTG CAT TCT CGC GCT CGT C, Dilp8 MutSd Al: GAC GAG CGC
GAG AAT GCA CAT GAA GAA GGA TAC GTG CGA A, Dilp8 MutSd S3: CCA CTT
GCT TTT CGC TTT CGT TGC ATG AAC GCA TGC GGA AAT GTT A, Dilp8
mutsd A3: TAA CAT TTC CGC ATG CGT TCA TGC AAC GAA AGC GAA AAG CAA
GTG G, Dilp8mut S4: ACA CCG ACT TGG GTT CGG ATC CTG TGC GCT GGC CGT
T, Dilp8 Mut A4: AAC GGC CAG CGC ACA GGA TCC GAA CCC AAG TCG GTG T.
To generate the beta-galactosidase reporter plasmids, sequences corresponding to
the full dilp8 promoter, intron |, dilp8-PF and dilp8-PF A123 were amplified from
plasmids or genomic DNA and cloned into the pCASPER-attbN-hs43-lacZ plasmid
(kind gift from Ulrike Lohr and Herbert Jackle, Max-Planck-Institut fur
biophysikalische Chemie, Géttingen, Germany). The following primers were used: for
intron |: sense, CTG CAA TGG AGG AGC GGG and antisense, GTG AGT TCG AGT
TGA AGT TAA ACT, for dilp8-PF and dilp8-PF A123: sense, GTA TGA TAG CAG
GGT TCT GTG and antisense, AGG TTG TGA AAT TGT ATT TAT GAA TGA, for
the full dilp8 promoter region: sense, TTT AGT GGC GTT CTA GGA and
antisense, AGG TTG TGA AAT TGT ATT TAT GAA TGA. To generate transgenic
reporter lines, the pCASPER-attbN-hs43-lacZ constructs were introduced into the
germ line by injections inthe presence of the PhiC31 integrase and inserted in the
landing site 51C1 on the 2" chromosome (Bloomington Drosophila Stock Center,

BL24482, BestGene Inc).
Editing the dilp8 locus by accelerated homologous recombination. To generate a

dilp8 null mutant, an approach combining the CRISPR technique and homologous

recombination was employed as described in (Baena-Lopez et al., 2013). Double-
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strand breaks (DSB) were induced by the CRISPR technique using single-stranded
guide (sg)RNAs and a Cas9-encoding plasmid. For optimal targeting of the dilp8
locus, sgRNA target sequences were selected as 20 nt sequences preceding an NGG
PAM sequence in the genome (GN20GG). To generate pCFD4{dilp8"°}, gRNAs
targeting exon | and exon Il in the dilp8 locus were cloned into the tandem gRNA
expression vector, pCFD4 (kind gift from Simon Bullock (Addgene plasmid # 49411)),
using the dilp8-5'-KO-pCFD4-FORWARD: TAT ATA GGA AAG ATA TCC GGG TGA ACT
TCg cca cta aaa tga gtt caa GTT TTA GAG CTA GAA ATA GCA AG and dilp8-3'-KO-
pCFD4-REVERSE: ATT TTA ACT TGC TAT TTC TAG CTC TAA AAC tca ggc aac aga ctc cga
tga cGA CGT TAA ATT GAA AAT AGG TC (dilp8-specific sequences are in lower case)

primers as described in http://www.crisprflydesign.org/wp-

content/uploads/2014/06/Cloning-with-pCFD4.pdf. For homologous recombination,

two homology arms were amplified from genomic DNA using the following primers:
for homology arm |, sense: GGT ACC TGA TGG GCA GCT CGT CGG GCA GCT TC and
antisense: GCG GCC GCG TAA ATG GAT CTG TGT CCC TGG GA, for homology arm II,
sense: ACT AGT AAC TCA TTT TAG TGG CGT TCT AGG ATC A and antisense: AGA TCT
CAA ATG ATT ACC GCA TTA AAG CTA ATC AC (in bold are the added restrictions sites
used for cloning into pTV2). The resulting PCR products were digested and cloned
into the pTV2 vector (kind gift from Cyrille Alexandre and Jean-Paul Vincent, the
Francis Crick Institute, London, UK) to generate pTV2{dilp8“°}. To facilitate
homologous recombination, embryos were injected with pTV2{dilp8 °} in the
presence of pCFD4{dilp8“°} and a CAS9-containing plasmid. To confirm gene
targeting the following primers were used: dilp8 KO S: GGA CGG GTT AAC CAT TCA
GCA AGT TAG and dilp8 KO Rev: CGC GAA CTC GAT GGA CCT TCT GTC GC. After
confirmed targeting, the majority of the targeting vector was removed by crossing to
a strain expressing a constitutively active Cre (Bloomington stock BL1092)
(procedure outlined in (Baena-Lopez et al., 2013). The resulting strain is referred to
as dilp8© in the manuscript.

To generate a dilp8 mutant deleting a 600 bp fragment of the promoter
encompassing the three scalloped-binding sites (din8pTV2APF), gRNAs directed against
sequences upstream and downstream of the scalloped-binding sites were cloned

into pCFD4 as described above using the following primers: dilp8 HR S: TAT ATA GGA
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AAG ATA TCC GGG TGA ACT TCg aac ttt cac tgt cgt ttc tgt tGT TTT AGA GCT AGA AAT
AGC AAG and dilp8 HR REV: ATT TTA ACT TGC TAT TTC TAG CTC TAA AAC gtg gcg cga
ttc ttt aga tcG ACG TTA AAT TGA AAA TAG GTC. The primers used to generate the
homology arms for the pTV2 vector were: HRR S: GCG GCC GCG GCG GAC TCA CTG
AGT CAC AGT CAC ATG, HRR AS: GGT ACC AGA AAC GAC AGT GAA AGT TCT ACA CTT
TCG, HRL S: ACT AGT CTA AAG AAT CGC GCC ACT TG, HRL AS: AGA TCT CAG ACATCT
TAG TCA TGG TCT G (in bold are the added restrictions sites used for cloning into
pTV2). To facilitate homologous recombination, embryos were injected with
pTV2{dilp8-APF} in the presence of pCFD4{dilp8-APF} and a CAS9-encoding plasmid.
The resulting strain, referred to as di/p8pTV2APF, was used as a host for reintegration of
the missing 600 bp promoter-fragment harbouring point mutations in the three
scalloped-binding sites (dilp8-PF A123) or not (dilp8-PF, control) via the attP site. For
this purpose, dilp8-PF and dilp8-PF A123 were PCR amplified from plasmids and
cloned into the reintegration vector RIV"™™ (kind gift from Cyrille Alexandre and
Jean-Paul Vincent, the Francis Crick Institute, London, UK) giving rise to
RIV"®™{dilp8-PF A123, mini-white} and RIV"""¥{dilp8-PF, mini-white}. For the PCR
amplification of dilp8-PF and dilp8-PF A123 the following primers were used: RIV S:
ACT AGT GTT CGG CTC TGC CTC TGT CTC TTT CGG and RIV AS: AGA TCT ATC AGG
TTG TGA AAT TGT ATT TAT GAA T (in bold are the added restrictions sites used for
cloning into RIV""™). Reintegration was achieved by injecting a dilp8°™? strain
expressing the PhiC31 integrase. After confirmed targeting of the reintegration
vector into the dilp8 locus, the majority of the targeting vector was removed by
crossing to a strain expressing a constitutively active Cre (Bloomington stock BL1092)
(procedure outlined in (Baena-Lopez et al., 2013)). Sequencing analysis of the dilp8-
PF A123 mutant were performed using the following primers: Dilp8 HRE S2: GGT
AGG GGC ATT CGA CGG AGA TCG TTG and Dilp8 HRE Rev2: GGA AGG CCA GCG AAA
TTG TTG TTA AAC

Luciferase assays. dilp8, diap and actin promoter sequences were PCR

amplified and cloned into pGL3basic vector (Promega) using the kit Dual

Luciferase Reporter Assay System (Promega). For luciferase assays, S2R+ cells were
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transfected for 3 days with the following vectors: Firefly-luciferase pGL3-promoter
(500ng), pAct-Renilla-luciferase (100 ng,), pAct-yki (600ng), pAct-sd (400ng). All
experiments were performed in triplicate, and luciferase activities were normalized
against Renilla luciferase activity following indications of the Dual Luciferase

Reporter Assay System protocol (Promega).

DNA pull-down (adapted from (Sidor et al., 2013)). Drosophila S2 cells were

plated in a 6-well plate at a density of 2 x 10® cells per well. Each well was
transfected with 400 ng of pAC Flag-Sd (Kind gift from Clara Sidor and Barry
Thompson, the Francis Crick Institute, London, UK). 48 hours later, cells were
washed once in PBS and lysed in 500ul IP buffer (50 mM Tris pH7.5, 150 mM NaCl, 1
% Triton-X100, 1 mM EGTA in the presence of protease (Complete mini tablets from
Roche) and phosphatase (phosphatase inhibitor cocktail 1, Sigma) inhibitors for 10
min on ice. Cell extracts were then spun down at 13,000 rpm for 10 mins at 4°C to
remove cell debris. Cells extracts were incubated for 1 hour at 4 °C on a rotating
wheel with a short non-biotinylated actin probe to pre-clear the extracts from non-
specific DNA binding proteins (10 pug probe per 100 pg protein). 30 pl Neutravidin
beads slurry (Thermoscientific) were washed in IP buffer and incubated with
biotinylated probes (Dilp8-PF, Dilp8-PF A123, DIAP1 or Actc5) for 1 hour at 4 °Con a
rotating wheel. Pre-cleared cell extracts and probe-bound beads were combined and
incubated overnight at 4 °C on a rotating wheel. Beads were then washed 3 x 5 min
in IP buffer and resuspended in 30 pl SDS loading buffer for Western blot analysis.
DNA probes were amplified from genomic DNA using the following primers: for the
DIAP1 probe (583bp) F: 5’-ATT TGC CCT TGT CTG TAG TTG C-3’ and R: 5’-[Btn]ATC
GAG CAA TGG ATA AAC CGT GAG-3’, for the Act5C probe (606 bp) F: 5’GGA CTC GTC
GTA CTCCTG CTT G-3’ and R: 5’-[Btn]CCC ATC TAC GAG GGT TAT GC-3’, for the Dilp8-
PF probe (680 bp) F : 5’-[Btn]GTA TGA TAG CAG GGT TCT GTG - 3’ and R: 5’ — AGG
TTG TGA AAT TGT ATT TAT GAA TGA- 3’, and for the Dilp8-PF A123 probe (680 bp) F
: 5’-[Btn]GTA TGA TAG CAG GGT TCT GTG - 3’ and R : 5’ — AGG TTG TGA AAT TGT ATT
TAT GAA TGA- 3’ (all probes were 5’ biotinylated). Short actin probe for cell extract

pre-clearing (60 bp) F and R oligonucleotides were annealed at a final concentration
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of 1 pg/ul double-stranded DNA: F: 5-GAG CAC GGT ATC GTG ACC AAC TGG GAC GAT
ATG GAG AAG ATC TGG CAC CAC ACC TTC TAC-3’ and R: 5’-GTA GAA GGT GTG GTG
CCA GAT CTT CTC CAT ATC GTC CCA GTT GGT CAC GAT ACC GTG CTC-3'.

Quantitative RT-PCR. Larvae were collected at the indicated number of hours AED.
Whole larvae or dissected larval wing discs were frozen in liquid nitrogen. Total RNA
was extracted from whole larvae or dissected tissues using a QIAGEN RNeasy lipid
tissue minikit or microkit according to the manufacturer's protocol. RNA samples (2
ug per reaction) were treated with DNase and reverse transcribed using SuperScript
Il reverse transcriptase (Invitrogen), and the generated cDNAs were used for real-
time RT-PCR (StepOne Plus; Applied Biosystems) using PowerSYBRGreen PCR
mastermix (Applied Biosystems), with 8 ng of cDNA template and a primer
concentration of 300 nM. Samples were normalized to levels of ribosomal protein
(rp)49 transcript levels. Three separate biological samples were collected for each
experiment and triplicate measurements were conducted. Primers were designed
using PrimerExpress software (Applied Biosystems). Primer sequences are available

upon request.

Western blotting. Proteins were resolved by SDS-PAGE using 12% gels (NuPAGE
Novex gel, Invitrogen) and transferred electrophoretically to polyvinylidene
difluoride membranes (Amersham). The membranes were incubated for 1 hour in
blocking buffer (PBS, 5% milk) and incubated overnight at 4°C in the same buffer
containing primary antibodies at 1:1.000 dilutions (mouse anti-Flag F3165 (Sigma)).
Membranes were washed three times in PBS-T, blocked for 1 hour, and probed with
secondary antibodies in blocking buffer for 1 h at room temperature. After three
washes in PBS-T, chemiluminescence was observed using the ECL-Plus Western
blotting detection system (Amersham Biosciences). Images were generated using the

Fujifilm Multi Gauge software.

Pupariation curves. L1 larvae were collected 24-hr after egg deposition (AED)

on agar plates with yeast (4-hr egg collections) and reared in tubes (thirty larvae
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each) containing standard food (see above). The number of larvae that had

pupariated at a given time AED was scored every 6 hours.

Measurement of the Fluctuating Asymmetry index (FAi). L1 larvae were
collected 24 hours AED (4-hr egg collections) and reared at 30 animals per tube at
26.5°C. Adult flies of the appropriate genotypes were collected, stored in ethanol
and mounted in an Euparal solution. Pictures of dissected wings were acquired
using a Leica Fluorescence Stereomicroscope MZ16 FA with a Leica digital camera
DFC 490. Wing areas were measured using Image J. We used the FA index (FAi) to
assess intra-individual size variation between left and right wing areas as
described in [23]. Fai= Var(Ai), where Ai are the normalised differences between
left and right wing area within a given individual (n>22). p values are the results

of a F test provided by Microsoft Excel.

Statistics. p values are the results of a Student's test provided by Microsoft

* %k
Excel ( p<0.05; p<0.01).

Genotypes
Figure 1
a: w’; elav-Gal80/+; rn-Gal4/ +
w ; elav-Gal80/ +; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/ +
w’; elav-Gal80/ rh3 RNAi KK; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/ +
w ; elav-Gal80/ sd RNAI KK; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/+
w’; elav-Gal80/ yki RNAi KK; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/+
b: w ; elav-Gal80/+; rn-Gal4/ +
w ; elav-Gal80/ +; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/ +
w ; elav-Gal80/ sd RNAI KK; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/+
w ; elav-Gal80/ sd RNAI KK; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/+
c: w’; spalt-Gala/ +; +
d: w’; spalt-Gal4/ +; UAS-yki/ +
e: yw’, hep””; spalt-Gala/ +; UAS-yki/ + (male)
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f: w’; spalt-Gala/ +; +
w’; spalt-Gal4/ +; UAS-yki/ +
yw’, hep’®; spalt-Gal4/ +; UAS-yki/ + (male)
Figure 2
a: yw, hs-FLP; Act>CD2>RFP/ +; dilp8-GFP/UAS-yki
b: yw', hs-FLP; Act>CD2>GFP/ +; +
c: yw', hs-FLP; Act>CD2>GFP/ +; UAS-yki/ +
d: yw’, hs-FLP; Act>CD2>GFP/ sd RNAIi KK; UAS-yki/ +
e: yw, hs-FLP;+; FRT82B, ex®/FRT82B, ubi-GFP
f: yw’, hs-FLP; FRT42D, hpo’ ' /FRT42D, ubi-GFP; +
g: yw’, hs-FLP;+; FRT82B, LATS*/FRT82B, ubi-GFP
Figure 3
d: yw’, hs-FLP; Act>CD2>GFP/ dilp8-full-promoter-LacZ; UAS-yki/ +
e: yw', hs-FLP; Act>CD2>GFP/ dilp8-PF-LacZ; UAS-yki/ +

f yw, hs-FLP; Act>CD2>GFP/ dilp8-intron1-LacZ; UAS-yki/ +
g: yw, hs-FLP; Act>CD2>GFP/ dilp8-PFA123-LacZ; UAS- yki/ +
Figure 4

a: w ; nub-Gald/ UAS-yki::GFP; dilp8”*# /+

b: W ; nub-Gald/ UAS-yki::GFP; dilp8"'% / dilp8”*?3

¢ W’ ; nub-Gald/ UAS-hep™; dilp8™*'% /+
d: W ;nub-Gald/ UAS-hep™; dilp8™*'% / dilp8"*'%
e: W+ dilngF123/+

w; +; dilp8™17 / +

w; +; dilp8° / +

w ; +; dilp8™'% / dilp8*°©

w’; +; dilp8”™% / dilp8"°
f: W+ +

w; +; dilp8° / +

w; +; dilp8° / dilp8*°©
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c. Conclusion

La coordination des organes au cours du développement doit générer des organismes
aux proportions correctes en accord avec la taille finale de D’adulte. Au cours du
développement normal, dilp§ est régulé avec un pic d’expression au milieu de la période de
croissance larvaire et une forte réduction au moment de I’arrét de croissance. J’ai pu montrer
que I’expression de dilp8 est pertinente physiologiquement puisqu’un mutant nul pour dilp8
présente une asymétrie fluctuante. Un mécanisme moléculaire doit faire le lien entre
I’expression de dilp8 et I’état de croissance des organes pour assurer la coordination inter
organes. J’ai pu montrer un lien moléculaire et fonctionnel direct entre la croissance des
organes controlée par la voie de signalisation Hippo et les niveaux d’expression de dilp§ au
cours du développement normal. La régulation de dilp8 par la voie de signalisation Hippo est
pertinente fonctionnellement, puisqu’une mutation des 3 HREs par CRISPR aboutit a des
animaux présentant une asymétrie bilatérale.

VII. Articles publiés

1. Drosophila Lgr3 Couples Organ Growth with Maturation and Ensures
Developmental Stability

a. Introduction

La stabilit¢ développementale se traduit par une symétrie correcte des organes pairs.
Dilp8 est impliqué dans le contréle d’un mécanisme homéostatique qui coordonne la
croissance avec la maturation des organes. Dans cet article, nous avons pu montrer que Lgr3
est le récepteur de Dilp8. La fonction homéostatique de Dilp8 passe par sa liaison a Lgr3 dans
une population de neurones appelés GCL. Ces neurones sont en contact avec les neurones
PTTH formant un relais entre les tissus en croissance et la PG, lieu de production de
I’ecdysone. Ce circuit neuronal formé par les neurones GCL et PTTH pourrait étre au centre
de la régulation de la stabilité développementale par Dilp8.

b. Article
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Current Biology

Drosophila Lgr3 Couples Organ Growth with
Maturation and Ensures Developmental Stability
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gland In flies, the relaxin-like hormone Dilp8
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fluctuating asymmetry. Colombani et al.
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Di|p8 neurosecretory circuit that ultimately
controls the production of the steroid
ecdysone.
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Highlights
e The relaxin family receptor Lgr3 controls Dilp8-induced
developmental delay

e A single pair of bilateral Lgr3-positive (GCL) neurons
mediates Dilp8 function

e GCL neurons physically interact with PTTH neurons

e Lgr3 signaling in GCL neurons coordinates growth and limits
developmental variability
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SUMMARY

Early transplantation and grafting experiments
suggest that body organs follow autonomous
growth programs [1-3], therefore pointing to a
need for coordination mechanisms to produce
fit individuals with proper proportions. We re-
cently identified Drosophila insulin-like peptide 8
(Dilp8) as a relaxin and insulin-like molecule
secreted from growing tissues that plays a central
role in coordinating growth between organs and
coupling organ growth with animal maturation [4,
5]. Deciphering the function of Dilp8 in growth co-
ordination relies on the identification of the recep-
tor and tissues relaying Dilp8 signaling. We show
here that the orphan receptor leucine-rich repeat-
containing G protein-coupled receptor 3 (Lgr3), a
member of the highly conserved family of relaxin
family peptide receptors (RXFPs), mediates the
checkpoint function of Dilp8 for entry into matura-
tion. We functionally identify two Lgr3-positive
neurons in each brain lobe that are required to
induce a developmental delay upon overexpres-
sion of Dilp8. These neurons are located in the
pars intercerebralis, an important neuroendocrine
area in the brain, and make physical contacts
with the PTTH neurons that ultimately control
the production and release of the molting steroid
ecdysone. Reducing Lgr3 levels in these neu-
rons results in adult flies exhibiting increased
fluctuating bilateral asymmetry, therefore recapitu-
lating the phenotype of dilp8 mutants. Our work
reveals a novel Dilp8/Lgr3 neuronal circuitry
involved in a feedback mechanism that ensures
coordination between organ growth and develop-
mental transitions and prevents developmental
variability.

-

\!} CrossMark

RESULTS

A Functional Screen for the Dilp8 Receptor

Identifies Lgr3

The development of Drosophila larvae is marked by an intense
growth of imaginal structures called discs that stops with matu-
ration or metamorphosis. Organ growth coordination is crucial
during this period, allowing corrections for abnormal growth
(injury, slow growth, or tumoral growth) as well as maintenance
of proper body proportions. Growth coordination involves a
checkpoint that delays the transition from juvenile development
to maturation [1]. This mechanism ensures that organs reach
their appropriate sizes before the end of larval development. In
addition, a continuous growth feedback mechanism allows tis-
sues to synchronize their growth while they develop [6]. We pre-
viously identified the coordination hormone Dilp8 in a genetic
screen for molecules coupling organ growth with developmental
transitions [4]. Dilp8 is secreted from injured or abnormally
growing organs and acts remotely on the central brain complex
to suppress production of the molting hormone ecdysone by the
prothoracic gland (PG; a substructure of the larval ring gland),
thereby delaying the developmental transition from larvae to
pupae [4, 5]. Interestingly, dilp8 mutant animals display in-
creased fluctuating bilateral asymmetry, pointing to a role
of Dilp8 in coordinating growth between organs in healthy ani-
mals [5]. To gain insight into Dilp8 function, we designed a ge-
netic screen to identify its receptor and target tissue(s). We
reasoned that silencing of the receptor for Dilp8 in its target
tissue would rescue the delay induced by Dilp8 overexpression.
For this purpose we made use of two binary systems [7]
allowing the simultaneous disc-specific expression of dilp8
(rn-LexA>lexAop-dilp8) and RNAi-mediated knockdown of a
collection of membrane receptors in candidate target tissues
(tissue-specific-GAL4>UAS-RNAI) (Figure 1A). We previously
showed that co-culturing ring gland/brain complexes with
dilp8-expressing imaginal discs is sufficient to suppress ecdy-
sone activity [4], implementing that Dilp8 acts either directly on
the PG to control ecdysone production or through a neuronal
relay localized in the brain. To distinguish between these
possibilities, we designed three RNAi-mediated knockdown
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Figure 1. The Lgr3 Receptor Is Required in the Brain for the Dilp8-
Induced Developmental Delay

(A) Screening scheme: the m>LexA/lexAop (LOP)-dilp8 construct allows
overexpression of dilp8 in discs and induces a developmental delay. This delay
is used to screen a biased RNAI collection targeting membrane receptors in
the glia, the brain neurons, or the prothoracic gland (PG) using the GAL4/UAS
system.

(B-D) Larval brains and ring gland dissected 116 hr after egg deposition (AED).
GFP highlights expression patterns of syb-GAL4 in the brain neurons (B), repo-
GAL4 inthe glia (C), and PO206-GAL4 in the ring gland (PG + corpora allata; D).
(E) Rescue of the Dilp8-induced delay at pupariation upon silencing /gr3 in the
brain using the syb-GAL4 driver. Silencing Igr4 has no effect on the pupariation
time. Percentage of larvae that have pupariated at the indicated hours AED is
shown (n > 90, triplicate experiments, error bars represent SEM).

strategies, targeting all G protein-coupled receptors (GPCRs)
(see Table S1) and insulin-like receptors in the PG (P0206-
GAL4) or in the CNS using glia (repo-GAL4) and neuron (synap-
tobrevin (syb)-GAL4) drivers (Figures 1B-1D). Individual knock-

down of each of these receptors in the glia and the PG did not
rescue the delay induced by overexpression of Dilp8, suggesting
that neither of these tissues is a direct target of Dilp8. By
contrast, screening the same collection of receptors using the
neuronal tester-line (r-LexA>lexAop-dilp8; syb-GAL4), we iden-
tified one candidate RNAI line that fully rescued the delay (Fig-
ures 1B and 1E). This RNAI line targets the leucine-rich repeat-
containing G protein-coupled receptor 3 gene (lgr3). We
confirmed the rescue of the delay using a second RNAI line tar-
geting Igr3 expression (Figure 1E). Lgr3 is an orphan receptor
that belongs to the highly conserved family of relaxin family pep-
tide receptors (RXFPs), sharing 34% identity with human RXFP1
and RXFP2 [8, 9]. We further observed that neuronal silencing of
Igr4, which encodes the other orphan fly member of the RXFP
family, does not rescue the Dilp8-induced delay (Figure 1E).

Identification of the Dilp8-Responsive Neurons

To visualize the Igr3 expression pattern, we generated a trans-
genic line carrying a genomic bacterial artificial chromosome
(BAC) containing the entire Igr3 locus with the first coding exon
replaced by a GAL4::VP16 cassette (aligned at the ATG initiation
codon) and combined with a new 3’ UTR (Igr3-GAL4, see Fig-
ure 2A). We used the Igr3-GAL4 line to drive expression of GFP
and observed a limited number of GFP-labeled neurons local-
ized in the brain lobes and several along the ventral nerve cord
(Figure 2B). Using this GAL4 driver line, we could not detect
GFP in other examined larval tissues including the PG, fat body
and mitotic tissues, suggesting that /gr3 is predominantly ex-
pressed in the brain as reported in Fly Atlas and [9]. We next
generated a tester line allowing dilp8 expression in the discs
while knocking down Igr3 using a GAL4 driver of choice (rn-LexA>
lexAop-dilp8, Igr3-RNAJ). Crossing this line to the Igr3-GAL4
driver fully rescues the 30-hr delay induced by overexpression
of dilp8 (Figure 2D). This shows that Lgr3 signaling is required
in one or several neurons targeted by the Igr3-GAL4 line to
mediate the Dilp8-induced delay. To specify these Lgr3-positive
neurons, we analyzed other transgenic lines expressing GAL4 un-
der the control of fragments of the Igr3 promoter (Janelia Rubin
Gal4 collection; [10]). Out of five lines tested, only one (R19B09-
GALA4, Figure 2C) efficiently rescued the delay induced by Dilp8
(Figure 2E). Therefore, a subpopulation of neurons targeted by
both Igr3-GAL4 and R19B09-GAL4 is needed to mediate this
function. To identify these neurons, we conducted intersection-
staining experiments combining R19B09-LexA-driving expres-
sion of a GFP (R19B09-LexA>lexAop-GFP) with Igr3-GAL4-
driving expression of a red fluorescent protein (RFP) (/gr3-GAL4>
UAS-RFP). Strikingly, a single pair of bilateral neurons in the brain
lobes stained positive for both GFP and RFP, hereafter referred to
as growth coordinating Lgr3 (GCL) neurons (Figures 3A-3A""’). No
overlap was observed in the ventral nerve chord (Figures 3A-
3A"), suggesting that neurons in this area are not necessary for
Dilp8-induced developmental delay. We confirmed this intersec-
tion by removing the transcription stop cassette of a UAS>-
stop>GFP using the R19B09LexA>LOP-flp combined with /gr3-
Gal4. In this genetic context, only the two GCL neurons and their
projections are labeled with GFP (Figure 3B), identifying them as
necessary neurons for mediating the timing function of Dilp8. The
cell bodies of the two GCL neurons are located in the anterior
midline area of the brain known as the pars intercerebralis, which
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Figure 2. Lgr3 Is Expressed in a Subpopulation of Neurons in the
Brain

(A) Schematics of the modified /gr3 locus where part of the first coding exon is
replaced by GAL4::VP16 (top) and the structural domains present in the Lgr3
protein (bottom). LDLa, low-density lipoprotein receptor domain class A; LRR,
leucine-rich repeat; TM, trans-membrane domain.

(B and C) Larval brains dissected 110 hr AED. GFP is used to visualize the
expression patterns of the Igr3-GAL4 (B) and R19B09-GAL4 (C) drivers.

(D and E) Rescue of the Dilp8-induced delay upon silencing of /gr3 in neurons
targeted by Igr3-GAL4 (D) and R19B09-GAL4 (E) driver lines. Percentage of
larvae that have pupariated at the indicated hours AED is shown (n > 90,
triplicate experiments, error bars represent SEM).

contains the majority of the neurosecretory cells (NSCs), some
of which project onto the ring gland [11]. Close examination of
the GCL neurons reveals that they do not project on the PG,
suggesting that they may serve as intermediate neurons in the
circuitry controlling ecdysone production. Interestingly, the
GCL neurons present a dense axonal arborization projecting to-
ward the medial-lateral part of the brain and surrounding the
dendritic projections of PTTH-positive neurons (Figures 3C
and S1A-S1C""). PTTH neurons project their axons onto the
PG and control ecdysone production by activating the PTTH re-
ceptor Torso on PG cells [12, 13]. This suggests that GCL neu-
rons control ecdysone biosynthesis by modulating PTTH neuron
activity and/or the production and/or release of PTTH. In line
with this, GFP reconstitution across synaptic partners (GRASP)
[14, 15] reveals a cloud of GFP-positive dots in this area, indic-
ative of physical connections between the two populations of
neurons (Figures 3D and 3D').

Lgr3 Signaling in GCL Neurons Systemically Controls
Tissue Growth

We previously showed that overexpression of Dilp8 in imaginal
discs induces a reduction of their growth rate [4]. This suggests
that in condition of growth perturbation, the secretion of Dilp8 by
slow-growing tissues could remotely inhibit growth of unaffected
organs, thereby contributing to growth coordination. However,
whether this growth inhibition involves local effects of Dilp8 on
peripheral tissues or systemic effects relayed by endocrine
signals, or both, is not known. To address this question, we
measured the size of wing discs from control, rn-LexA>lexAop-
dilp8, and rn-LexA>lexAop-dilp8/Igr3-GAL4>Igr3-RNAi animals.
Overexpressing dilp8 using rn-LexA>lexAop-dilp8 recapitulated
the disc growth inhibition previously reported with the analogous
GAL4/UAS system (Figure 4A) [4]. Silencing Igr3 using either
1gr3-GAL4 or R19B09-GAL4 fully rescued disc growth inhibition
(Figures 4A and S2), suggesting that Lgr3 is required in the GCL
neurons to inhibit the growth of peripheral tissues in a systemic
manner. This suggests that Dilp8/Lgr3 signaling in GCL neurons
could modulate systemic growth through the control of ecdy-
sone production. This is in line with previous findings showing
that ecdysone promotes growth of imaginal tissues [16-19]
and that feeding animals with ecdysone is sufficient to abrogate
inter-organ growth coordination [6].

Lgr3 Signaling in GCL Neurons Is Required for the
Maintenance of Bilateral Symmetry

dilp8 mutant individuals display strong deviations from bilateral
symmetry [5], a phenotype referred to as fluctuating asymmetry
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Figure 3. ldentification of Lgr3 Neurons Relaying the Dilp8-Induced
Delay

(A-A""") The expression patterns of R19B09-LexA and Igr3-GAL4 were simul-
taneously visualized using LexAop-GFP (A and A””") and UAS-RFP (A’ and A’"').
Only one pair of bilateral neurons stains positive for both GFP and RFP (white
arrows) on larval brains dissected 110 hr AED. DAPI was used to stain the
nuclei (A” and A""').

(B) R19B09-LexA induced expression of a flipase removing a transcriptional
stop cassette and thus allowing labeling with GFP of the intersection with the
Igr3-GAL4 driver. Only one pair of bilateral neurons (white arrows) and their
projections (yellow arrowheads) stain positive for GFP on larval brains
dissected 110 hr AED.

(C) XZ section of dissected larval brains expressing GFP under the control of
R19B09-LexA driver (green) and stained for PTTH (purple). Axons of the GFP-
positive cells intersect with those of the PTTH neurons.

(D and D') GFP reconstitution across synaptic partners (GRASP) shows syn-
aptic connections between Lgr3 and PTTH neurons. R19B09-LexA and PTTH-
GAL4 were simultaneously used to express membrane-tethered split-GFP.
Reconstituted GFP is directly visualized in green (D and D’); Lgr3 neurons are
labeled in red by a membrane-associated RFP (D’), and PTTH neurons are
labeled in blue (D).

(FA) that is frequently used to assess the level of developmental
noise [20]. Thus, Dilp8 plays a central role in ensuring inter-organ
growth coordination and developmental stability. We find
that decoupling dilp8 expression from organ growth by overex-
pressing dilp8 in the discs also leads to an increase in FA
(Figure 4B). Therefore, growth coordination relies on a tight
coupling between dilp8 levels and the growth status of organs.
To test whether Lgr3 mediates this coupling, we reduced Lgr3
levels in the PG (PO206-GAL4>Igr3-RNAI) or the brain (syb-
GAL4>Igr3-RNAJ) in animals overexpressing Dilp8 in discs.
Silencing /gr3 in the PG had no effect on FA induced by Dilp8
expression, as expected given the absence of Igr3 expression
in this organ (Figure 4B). By contrast, silencing /gr3 in the brain
efficiently buffered the increase in FA induced by Dilp8 overex-
pression (Figure 4B). To test whether GCL neurons play a
developmental role in controlling bilateral symmetry, we reduced
Lgr3 levels in restricted subsets of neurons in otherwise wild-
type animals and measured fluctuating asymmetry index (FAI).
We found that the pan-neuronal knockdown of Igr3 (syb-
GAL4>Igr3-RNAIJ) recapitulates the FA phenotype observed in
dilp8 or Igr3 mutant animals (Figures 4C, 4D, and S3). Further-
more, silencing /Igr3 in neurons targeted by either Igr3-GAL4 or
R19B09-GAL4 induced a similar level of FA to that observed
upon brain-wide knockdown (Figure 4C). This demonstrates
that Lgr3 signaling in the two GCL neurons is required for the
maintenance of bilateral symmetry and the control of develop-
mental variability.

DISCUSSION

Dilp8 belongs to a diverse family of relaxin- and insulin-like hor-
mones. Whereas some members of this family have well-defined
roles in humans, others remain poorly characterized. We here
identify the fly relaxin receptor Lgr3 as a downstream component
of Dilp8 signaling in the coupling of organ growth with animal
maturation. We identify two GCL neurons in the pars intercere-
bralis that make physical contacts with PTTH neurons and there-
fore serve as an intermediate relay between growing tissues and
the PG. It will be of future interest to resolve how Lgr3 signaling in
the GCL neurons mechanistically couples with PTTH activity and
ecdysone production.

Knocking down Lgr3 in the GCL neurons recapitulates the
elevated levels of FA observed in dilp8 or Igr3 mutant animals.
Moreover, ectopic Dilp8 expression also induces FA, which is
buffered by reducing neuronal Lgr3 levels. This indicates that
levels of Dilp8 signaling during development are finely tuned in
order to restrict developmental noise.

The results presented here are consistent with a model
whereby Dilp8 signaling in GCL neurons acts on ecdysone pro-
duction by modulating the activity of PTTH neurons (Figure 4E).
This explains the observed effect of Dilp8 on the timing of the
larva-to-pupa transition. Interestingly, our data also suggest
that Dilp8/Lgr3 signaling in the GCL neurons controls growth co-
ordination of peripheral organs through systemic ecdysone
levels. It was previously proposed that inter-disc growth coordi-
nation relies on systemic effects mediated by ecdysone [6], and
several reports indicate that ecdysone is required for imaginal
tissue growth both in flies and in Lepidoptera [16-19, 21]. Future
research will aim at deciphering the exact mechanism by which
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Figure 4. Lgr3 Signaling in the GCL Neurons Synchronizes Growth of
Peripheral Tissues

(A) Bar histograms of wing disc size in the indicated genotypes, presented as
percent of control disc. Silencing /gr3 in GCL neurons is sufficient to rescue
Dilp8-induced disc growth inhibition. Discs were dissected at 100 hr AED.
Error bars represent SEM, **p < 0.01.

(B-D) Bar histograms showing FA indices (FAi) of left and right wing areas
measured on individuals of the indicated genotypes. Silencing /gr3 in GCL
neurons is sufficient to recapitulate the increase in FAi observed upon pan-
neuronal Igr3 knockdown or in /gr3 mutant (ns, non-significant; **p < 0.00001).
(E) Model for growth coordination by GCL neurons.

systemic ecdysone controls local tissue growth in order to
mediate organ growth coordination.

Interestingly, the Dilp8-Lgr3-PG circuitry shares some charac-
teristics with the hypothalamic-pituitary axis in humans in which
the hypothalamus integrates and relays information about the
state of the body to the pituitary gland through synaptic commu-
nication with other neurons or the release of hormones. The
observation that mammalian RFPs are expressed in the hypo-
thalamus [8] opens the possibility that similar relaxin/RXFP-
dependent mechanisms monitoring the growth status of periph-
eral tissues are at play in humans. In line with this, reduced body
mass, stress induced by heavy surgery, inflammatory diseases,
and dietary restrictions have all been associated with a delay in
puberty [22-24]. We therefore propose that the Dilp8-Lgr3 axis
represents an ancient surveillance mechanism ensuring devel-
opmental stability that may be conserved in higher animals.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Fly Strains and Food

Animals were reared at 25°C (or 26.5°C for FAi measurement) on fly food con-
taining, per liter, 17 g inactivated yeast powder, 83 g corn flour, 10 g agar, 60 g
white sugar, and 4.6 g Nipagin M.

Transgenic Flies

The Lgr3-GAL4::VP16 construct was generated by modification of the
P[lacman] BAC clone CH322-155A11 [25] (obtained from Children’s Hospital
Oakland Research Institute). The selectable markers in pSK+-rpsL-kana were
flanked by ~500-base pair homology arms (the 5 portion of GAL4 and 3’ termi-
nation sequences, respectively) amplified from the GAL4 vector pBPGUw [10].
This construct was amplified by PCR to add Lgr3-specific homology arms using
the following primers: sense agt aat tag ata agc gag cgt gca aaa cag gag caaacc
gat aaatcg ccA TGA AGC TAC TGT CTT CTATCG AAC AAG C and anti-sense
tag gtt tgc gaa tga tgg aat ttt gaa agg aca tca ctc taa gga ctc acG ATC TAAACG
AGT TTT TAA GCA AAC TCA CTC CC (Lgr3-specific sequences are in lower
case; GAL4 and terminator sequences are capitalized), and the cassette was
recombined into the BAC. In a second recombination step, this landing site
was replaced with full-length GAL4::VP16-HSP70 amplified from
PBPGAL4.2::VP16Uw [26]. As a result, the coding portion of the first coding
exon of Lgr3 was replaced by GAL4::VP16 (aligned at the ATG initiation codon)
and a new 3’ UTR. The final BAC was verified by sequencing the recombined
regions and integrated into attP40 and attP2 sites (adapted from [27]). m-
LexA was generated by conversion of r-lacZ enhancer trap line (P(ArB)rn®9)
to LexA line using targeted transposition [28]. The LexA-GAD line is a kind gift
from J. Berni and M. Landgraf, University of Cambridge. To generate the
lexAop-dilp8, dilp8 coding sequence was PCR amplified from BDGP EST
cDNA clones IP06470 and cloned into the pLot vector (J. Berniand M. Landgraf,
University of Cambridge) using the following primers: sense CAC CATGAGTTC
AAA GTT GCAT, antisense TTA GCA GAA GAA CTC CTC C. The construct has
been introduced into the germline by injections in the presence of a helper
plasmid and inserted on the second or third chromosome (BestGene). The
following RNAi lines were obtained from the TRiP collection at the Bloomington
Stock Center (Igr3 RNAi valium10 [BL28789] and valium22 [BL36887]) or at the
collection of the Vienna Drosophila RNAi Center (VDRC) for Igr4 RNAi (KK
v108915). R19B09-LexA; R19B09-GAL4; UAS-GFP; tub-GAL4; UAS-CD8-
GFP; UAS-CD8-CherryRFP; lexAop-CD8-GFP; Syb-GAL4; repo-GAL4; UAS-
der2; dilp8M'°°727 ; lexAop2-FLPL ; UAS(FRT.stop)mCD8-GFP ; UAS-DenMark,
UAS-syt.eGFP; Igr3PfCRBSC321 and lexAop-rCD2.RFP; UAS-CD4-spGFP1-10,
lexAop-CD4-spGFP11 were obtained from the Bloomington Stock Center. The
P0206-GAL4 line was obtained from Flyview, Universitat Munster. The PTTH-
GAL4 line was a gift from M. O’Connor (University of Minnesota).

Igr3 Mutant
The Igr3 mutant was obtained using the CRISPR/Cas9 technique [29]. To
determine the best genomic region to be targeted, we selected single-guided
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RNA (sgRNA) target sequences as 20 nt sequences preceding an NGG PAM
sequence in the genome (GN20GG). Secondary structure and off-target ef-
fects were checked through the use of BLAST applied to the Drosophila
genome. Sequences that perfectly matched the final 12 nt of the target
sequence and NGG PAM sequence were discarded. We generated the
construct in the pCFD4 (Addgene plasmid #49411) using the primers LGR3-
5'-KO-pCFD4-FORWARD: TAT ATA GGA AAG ATA TCC GGG TGA ACT TC
gca aac cga taa atc gcc atg gtc ta GTT TTA GAG CTA GAA ATA GCA AG
and LGR3-3'-KO-pCFD4-REVERSE: ATT TTA ACT TGC TAT TTC TAG CTC
TAA AAC tag atg tgg cat ggc aaa tca ata ¢ GAC GTT AAA TTG AAA ATA
GGT C (Lgr3-specific sequences are in lower case) and following the protocol
as described in: http://www.crisprflydesign.org/wp-content/uploads/2014/
06/Cloning-with-pCFD4.pdf. Putative mutants were screened by PCR to iden-
tify a deletion on the genomic DNA (DNA preparations made using DNeasy
Blood and Tissue kit, QIAGEN). The mutant PCR product was sequenced,
and DNA breaks point were identified. The Igr3 mutation consists of a 670-
bp deletion including the start codon (see Figure S3).

Genetic Screens

As an unbiased approach to identify receptors required downstream of disc-
secreted Dilp8 to delay larva-to-pupa transition, we used three tester lines
to screen a collection of 150 RNAI lines targeting GPCRs and insulin-like pep-
tide receptors for their ability to rescue the delay at pupariation when ex-
pressed in the glia (w; UAS-dcr2, LOP-dilp8; rn-LexA, repo-GAL4/ TM6b,
tub>GAL80), neurons (w; UAS-dcr2, LOP-dilp8; rn-LexA, syb-GAL4/ TM6b,
tub>GAL80), or PG (w; P0206-GAL4; r-LexA, LOP-dilp8 / TM6b, tub>GAL80).
Twenty virgins of the tester line were crossed with ten males of each of the
RNAI lines. Six replicates were collected from each cross with collections
from 2to 4 hr.

Immunostainings of Larval Tissues

Tissues dissected from larvae in 1x PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM
NayHPO,, 1.47 mM KH,POy,, [pH 8]) at the indicated hours after egg deposition
(AED) were fixed in 4% formaldehyde (Sigma) in PBS for 20 min at room tem-
perature, washed in PBS containing 0.1% Triton X-100 (PBT), blocked for 2 hr
in PBT containing 10% FBS (PBS-TF), and incubated overnight with primary
antibodies at 4°C. The next day, tissues were washed, blocked in PBS-TF,
and incubated with secondary antibodies at 1/500 dilution (Cy3 conjugated
donkey anti-rabbit, Cy5 conjugated donkey anti-guinea-pig from Jackson
ImmunoResearch, goat anti-chicken Alexa fluor 488 from Invitrogen) for 2 hr
at room temperature. After washing, tissues were mounted in Vectashield con-
taining DAPI for staining of DNA (Vector Labs). Fluorescence images were ac-
quired using a Leica SP5 DS (20x and 40x objectives) and processed using
Adobe Photoshop CS5 or Imaged. Wing discs areas were measured using
Imaged.

Antibodies
Chicken anti GFP (1/10,000) from Abcam, rabbit anti-Dsred (1/200) from
Clontech and guinea pig anti-PTTH (1/500) [30] were used.

Pupariation Curves

L1 larvae were collected 24 hr after egg deposition on agar plates with yeast
(4-hr egg collections) and reared in tubes (30 larvae each) containing standard
food (see above). The number of larvae that had pupariated at a given time AED
was scored every 6 hr.

Measurement of the FAi

L1 larvae were collected 24 hr after egg deposition (4-hr egg collections) and
reared at 30 animals per tube at 26.5°C. Adult flies of the appropriate geno-
types were collected and stored in ethanol and mounted in a Euparal solution.
Pictures of dissected wings were acquired using a Leica Fluorescence Stereo-
microscope MZ16 FA with a Leica digital camera DFC 490. Wing areas were
measured using Imaged. We used the FAi to assess intra-individual size vari-
ation between left and right wing areas as described in [31]. FAi = Var(Ai),
where Ai are the normalized differences between left and right wing area within
a given individual (n > 22). p values are the results of an F test provided by
Microsoft Excel (***p < 0.00001).

Statistics
p values are the results of a Student’s test provided by Microsoft Excel
(*p < 0.05; **p < 0.01).

Genotypes

The genotypes for Figure 1B are as follows: w; UAS-GFP/+ ; syb-GAL4/+. The
genotypes for Figure 1C are as follows: w; UAS-GFP/+ ; repo-GAL4/+. The ge-
notypes for Figure 1D are as follows: w; UAS-GFP/P0206-GAL4; +. The geno-
types for Figure 1E are as follows: w; + ; + (black); w; UAS-dcr2/+; r-LexA,
syb-GAL4/+ (gray); w; UAS-dcr2, LOP-dilp8/+; rn-LexA, syb-GAL4/+ (dark
blue); w; UAS-dcr2, LOP-dilp8/ UAS-Igr4 RNAi KK; rn-LexA, syb-GAL4/+ (light
blue); w; UAS-dcr2, LOP-dilp8/+; rn-LexA, syb-GAL4/ UAS-Igr3 RNAi TRIP
valium10 (orange); w; UAS-dcr2, LOP-dilp8/+; rn-LexA, syb-GAL4/ UAS-Igr3
RNAi TRIP valium22 (red).

The genotypes for Figure 2B are as follows: w; UAS-GFP/ Igr3-GAL4; +. The
genotypes for Figure 2C are as follows: w; UAS-GFP/+ ; R19B09-GAL4/+. The
genotypes for Figure 2D are as follows: w; Igr3-GAL4/+ ; + (black); w; Igr3-
GAL4/+; UAS-Igr3 RNAi TRIP valium22/+ (gray); w; +; rn-LexA, LOP-dilp8,
UAS-Igr3 RNAi TRIP valium22/+ (dark blue); w; Igr3-GAL4/+; rn-LexA, LOP-
dilp8/+ (light blue); w; Igr3-GAL4/+; r-LexA, LOP-dilp8, UAS-Igr3 RNAi TRIP
valium22/+ (red). The genotypes for Figure 2E are as follows: w; +; R19B09-
GAL4/+ (black); w; +; UAS-Igr8 RNAi TRIP valium22/ R19B09-GAL4 (gray);
w; +; rm-LexA, LOP-dilp8/ R19B09-GAL4 (light blue); w; +; rn-LexA, LOP-
dilp8, UAS-Igr3 RNAI TRIP valium22/ R19B09-GAL4 (red).

The genotypes for Figure 3A are as follows: w; R19B09-LexA/ UAS-CD8-
cherryRFP; Igr3-GAL4/ LOP-CD8-GFP. The genotypes for Figure 3B are as fol-
lows: w; R19B09-LexA/ UAS(FRT.stop)mCD8-GFP ; Igr3-GAL4/ LOP-FLP.
The genotypes for Figure 3C are as follows: w; R19B09-LexA/+; LOP-CD8-
GFP/+. The genotypes for Figure 3D are as follows: w; R19B09-LexA/
LOP-CD2.RFP, CoinFLP; PTTH-GAL4/ UAS-CD4-splitGFP1-10, lexAop-
CD4-splitGFP11.

The genotypes for Figure 4A are as follows: w; Igr3-GAL4/+; + (left, white); w;
Igr3-GAL4/+; UAS-Igr3 RNAI TRIP valium22/+ (left, gray); w; +; rn-LexA, LOP-
dilp8, UAS-Igr3 RNAi TRIP valium22/ + (left, blue); w; Igr3-GAL4/+; rm-LexA,
LOP-dilp8, UAS-Igr3 RNAi TRIP valium22/+ (left, red); w; +; R19B09-GAL4/+
(right, white); w; + UAS-Igr8 RNAi TRIP valium22/ R19B09-GAL4 (right,
gray); w; + m-LexA, LOP-dilp8/ R19B09-GAL4 (right, blue); w; +; rm-LexA,
LOP-dilp8, UAS-Igr3 RNAi TRIP valium22/ R19B09-GAL4 (right, red). The ge-
notypes for Figure 4B are as follows, from left to right: w; P0206-GAL4/ +; m-
LexA, LOP-dilp8 /+ (white); w; P0206-GAL4/ +; rm-LexA, LOP-dilp8/ UAS-Igr3
RNAI TRIP valium22 (black); w; UAS-dcr2, LOP-dilp8/+; r-LexA, syb-GAL4/ +
(white); w; UAS-dcr2, LOP-dilp8/+; rn-LexA, syb-GAL4/ UAS-Igr3 RNAi TRIP
valium22 (black). The genotypes for Figure 4C are as follows, from left to right:
w; P0206-GAL4/ +; + (white); w; P0206-GAL4/ +; UAS-Igr3 RNAi TRIP
valium22/+ (black); w; +; syb-GAL4/+ (white); w; +; syb-GAL4/ UAS-Igr3
RNAi TRIP valium22 (black); w; + ; R19B09-GAL4/+ (white); w; + ; R19B09-
GAL4/ UAS-Igr3 RNAi TRIP valium22 (black); w; Igr3-GAL4/ +; + (white); w;
1gr3-GAL4/ +; UAS-Igr3 RNAI TRIP valium22/+ (black). The genotypes for Fig-
ure 4D are as follows, from left to right: w; +; + (white); w; +; Igr3Df/+ (gray); w; +;
Igr3™/+ (gray); w; +; Igr3P Igr3™ (black); w; +; dilp8M'°°7?7/+ (gray); w; +;
dilp8M'°0727/ djjpgM%9727 (plack).

The genotypes for Figures S1A and S1C-S1C’” are as follows: w; Igr3-
GAL4/+; UAS-DenMark, UAS-syt.eGFP/+. The genotypes for Figure S1B are
as follows: w; +; PTTH-GAL4/ UAS-DenMark, UAS-syt.eGFP.

The genotypes for Figure S2 are as follows, from left to right: w; +; tub-
GAL4/+ (white); w; +; UAS-Igr3 RNAi TRIP valium22/ tub-GAL4 (gray); w; +;
syb-GAL4/+ (white); w; +; UAS-Igr3 RNAI TRIP valium22/ syb-GAL4 (gray).

SUPPLEMENTAL INFORMATION
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Figure S1. Axonal projections from Lgr3 neurons intersect with PTTH neurons (related to main Fig.
3).

Igr3-GAL4 (A, C-C’”’) and PTTH-GAL4 (B) drive expression of the dendritic marker (DenMark) and a
synaptotagmin-eGFP fusion construct marking axonal projections. Brains are stained with anti-DsRed
(DenMark, red, postsynaptic) and anti-GFP (synaptotagmin, green, presynaptic) antibodies. (A) and
(B) represent XY sections. (C-C’”’) represent XZ sections of the same preparation as (A). Axonal

projections from Lgr3 neurons intersect with dendritic projections of the PTTH neurons.
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Figure S2. Pan-neuronal knockdown of Igr3 has no effect on growth of peripheral tissues (related
to main Fig. 4).

Bar histograms of wing-disc size in the indicated genotypes, presented as percent of control disc.
Silencing Igr3 in neurons using syb-GAL4 does not affect disc growth. Discs were dissected at 100 Hr
AED. Error bars represent SEM, ** p<0.01. Ubiquitous silencing of /gr3 induces a mild reduction of

disc growth.
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AAACAGGAGCAAACCGATAAATCGC 'CTACGCCAGCGAGCATCGCCGTAGGCTTCT

GTCTGATGACCCTCGTCCTTCTGCTCGCCCGCCGTGATATTCTACTTGAGTTTGGgtgagt
ccttagagtgatgtcctttcaaaattccatcattcgcaaacctaaataatttectgaatca
agaatgttcaaaatcttagcaattattatacgcataatttgtgaaactacttaaagttct
tttaaaacttgagctgctgtaaatttctatatatactttcgtatccttaaagggttcett
cgcttgaagcaaaaaccaaaatcaaattccaaactgcaaaatggccataaattttatact
caaaagtatttgaaagtaatttgttgtataatacgataaaaataaggcaacaagaaacaa
aaaacggggcgcaaaaaacaacaaacggctgaccataaaaaaataaatacgagtacggceg
caaactttgtcttgagcgcaaaacaattttcgcacatccatcgatggatccatggaagta
tgggtataaatatatatttctgggectttggtectgaatgttttgettectegttegagg
cttttatcttgttttacgagtatcaatat’agaaattcgcacagctatattttttatqc
caatttgqgtattgatttgccatgccacatcta ggaatatgggcgaaacatgtttgatt
tatgcccttttgtcgecteggattccgagtacatgecatcacgacaaattatttatetgee
agatacaatttgtcctggcttaggtttaaatcageccacggagcaggaagtttaaagagga
aagagccaggatttgtgtgtgaacatgtggecttgtcatggacacaatgaaattgaaagt
ctcgecctaatgcacaatgettttgtgtgtgaatcagtgettectaatgaagttacacata
caaatatgtatgtatgtatgtgaaaaaggatatgaggaaataaatttgtgcagcttgatg
tgaatcatatggctattatcttgaacgaaatgcattttggecttaaagecttaacgaatgaa
agattaatttcaattcactttaaatgcagatatcaaatcgaatgcactatagettatgte
taattaaaagcattcacattgaaatatctttatttacacagtgccatggcaatcgtgecaa
aagggtaaagttattatgagataaatgagccagcaacccaaagaacatgtttctgacgea
atccgtgcaatcggattaaaagctecctcaaggtgetecacttecagttttatttgeteat
ttgtctaacgaactatgttccataatctagtaatttgaattgectcaattttecggaaggac
tctcaacgcatggtacccaaacaaatcgtaaaaatgataaaatgcaaaacaagaatgtca
tttegttttacgacaattacccaaaaaaaaaagttgtaggcattcaggcagaaaaagtct
cggtataaattaaggccaagagtaagaaaattcaattgttaaaacttagctcaacttttyg
aagtgaaattagctgcaatagcacattaatttatttaagccaatcatttcgatgtccatg
tacttgatttaaacgctcgaaaaagcatattgctaacaaagcaaacctctcaaaaatcaa
tgtcaactttgcacattaagtttaattgccatgtgttgacaaaaatgctaacaataaact
gatataagtttttgggtggaggttatgacaattaagttgtcaattgtagcttaaagtttt
cttgtcagagattaaagtaattactcatacgcagtgtgggctaggaaattataaaaggta
caaacaaaagatattaaaatgtttcaaagacacaaatgtttgcttgatggctaacagete
taggaaatatatattttggttaaaatcatcactagattttgttttgatttcceccaaaat
gctgttgagaaactagttgaactcacatgcaatatgctcecgectgtecttgagtgataatt
aatttgggatcgtecttttceccagGACCCTGCCCCGCGGCCAGCTTCGCCTGCGACAACG
GCACGCTGTGCGTTCCAAGGCGCCAGATGTGCGACAGTCGGAACGATTGCGCCGACAGCA
GCGACGAGAATCCGGTGGACTGCGCTCTCCTCTACCGCGCAGCAAGCGAGATTGCCGACAAGA
TTGTCCCTAATGCCGATTGAAAAGAAGCAACAGCGCCTAATCTCCGCCGTTTCAAATGCGA

Figure S3. Molecular characterization of the Igr3 mutant (related to main Fig. 4).
An Igr3 mutant was obtained by CRISPR/Cas9 gene editing. Selected sgRNA target sequences are
shown in yellow. Two identical Igr3 mutants (19-1 and 19-2) were isolated by genomic PCR as

showing a 670bp deletion including the start codon and all exon 2 (blue arrow heads).
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Table S1: List of GPCR-encoding genes tested in the genetic screen

CG32476
CG1004
CG7485
CG4356
CG12073
CG11325
CG6965
CG42796
CG1147
CG16766
CG6706
CG11561
CG18314
CG10001
CG13229
CG4521
CG2872
CG7285
CG31096
CG10702
CG16740
CG7303
CG2061
CG4168

CG7918
CG7285
CG10702
CG5911
CG7665
CG31760
CG42829
CG5811
CG34381
CG6919
CG7431
CG2114
CG18741
CG3171
CG32447
CG33639
CG2872
CG13702
CG33704
CG4187
CG5638
CG10888
CG30340
CG4550

CG14593
CG7887
CG13995
CG32540
CG8930
CG8795
CG1214
CG6530
CG3022
CG31660
CG6986
CG16785
CG14575
CG17084
CG31714
CG15113
CG2872
CG13702
CG3837
CG6881
CG13948
CG11318
CG31714
CG4875

CG4395
CG33517
CG42301
CG30361
CG17697
CG12290
CG5192
CG10565
CG16992
CG8422
CG13575
CG6530
CG13758
CG4322
CG7497
CG33166
CG2872
CG34411
CG2086
CG5936
CG14979
CG12796
CG32475
CG7476
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CG12532
CG6705
CG17061
CG11144
CG11895
CG33696
CG6936
CG10626
CG13803
CG9753
CG13579
CG8985
CG9652
CG3856
CG42244
CG12370
CG2872
CG34411
CG2086
CG17415
CG32261
CG15556
CG32853
CG8285

CG9990
CG17795
CG2872
CG8784
CG10698
CG9918
CG4626
CG16720
CG12370
CG10823
CG7395
CG13995
CG6515
CG15744
CG4313
CG9739
CG7285
CG31096
CG10702
CG6111
CG7189
CG15779
CG34372
CG9668



c. Conclusion

Au cours de ma participation a cet article, j’ai étudié le role des neurones GCL dans le
controle de la stabilit¢ développementale. J’ai pu montrer qu’une inhibition de Lgr3 dans les
neurones GCL reproduit le phénotype d’élévation de la FA observé dans les mutants dilp8§ ou
Lgr3. De facon intéressante, le circuit neuronal formé par les GCL et la PG posséde certaines
caractéristiques du systéme hypothalamus-hypophyse chez I’homme. L hypothalamus intégre
et transmet des informations sur 1’état de croissance des organes a I’hypophyse qui
communique avec d’autres populations de neurones et relargue des hormones (par exemple
I’hormone de croissance). Des récepteurs de type relaxine sont exprimés au sein de
I’hypothalamus, suggérant que des relaxines pourraient étre sécrétées par des tissus en
croissance et informeraient de 1’état de croissance des tissus périphériques au SNC. Le duo
Lgr3-Dilp8 pourrait représenter un mécanisme de controle de la stabilit¢ développementale
conservée chez les animaux supérieurs.
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2. The Drosophila TNF receptor Grindelwald couples loss of cell polarity and
neoplastic growth

a. Introduction

La perte de la polarité épithéliale est un événement clé de la croissance néoplasique.
La voie de signalisation JNK joue un rdéle important dans la progression de certaines tumeurs
malignes épithéliales. Cependant, le lien entre la perte de polarité et la voie de signalisation
JNK reste méconnu. Au sein d’un crible génétique construit pour identifier des molécules
impliquées dans la croissance néoplasique, grindelwald a été¢ découvert. grindelwald est un
gene codant pour une protéine transmembranaire homologue de la famille des récepteurs
TNF. L’équipe a montré que Grnd traduit la fonction apoptotique d’Eiger, I’unique TNF chez
la drosophile. La surexpression d’une forme active de Grnd dans laquelle le domaine
extracellulaire est manquant, est suffisante pour activer la voie de signalisation JNK in vivo.
Grnd active aussi la capacité invasive des tumeurs Ras’'?/scrib” a travers 1’expression de la
métalloprotéase MMP1 dépendante d’Eiger. Grnd se localise dans le domaine sub-apical de la
membrane accolé au déterminant de polarité cellulaire Crumbs. Grnd couple la perte de
polarité induite par Crumbs avec ’activation de la voie de signalisation JNK et la croissance
néoplasique grace a une interaction avec Veli/Lin7. Par conséquent, Grnd représente le
premier exemple d’un récepteur TNF intégrant les signaux provenant Egr/TNF et des
déterminants de la polarité apicale pour induire une mort cellulaire JNK dépendante et une
croissance tumorale.

b. Article
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The Drosophila TNF receptor Grindelwald couples
loss of cell polarity and neoplastic growth
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Disruption of epithelial polarity is a key event in the acquisition of
neoplastic growth. JNK signalling is known to play an important
part in driving the malignant progression of many epithelial
tumours, although the link between loss of polarity and JNK sig-
nalling remains elusive. In a Drosophila genome-wide genetic
screen designed to identify molecules implicated in neoplastic
growth', we identified grindelwald (grnd), a gene encoding a trans-
membrane protein with homology to members of the tumour nec-
rosis factor receptor (TNFR) superfamily. Here we show that Grnd
mediates the pro-apoptotic functions of Eiger (Egr), the unique
Drosophila TNF, and that overexpression of an active form of
Grnd lacking the extracellular domain is sufficient to activate
JNK signallin; ng in vivo. Grnd also promotes the invasiveness of
Ras""?/scrib™’~ tumours through Egr-dependent Matrix metallo-
protease-1 (Mmpl) expression. Grnd localizes to the subapical
membrane domain with the cell polarity determinant Crumbs
(Crb) and couples Crb-induced loss of polarity with JNK activation
and neoplastic growth through physical interaction with Veli (also
known as Lin-7). Therefore, Grnd represents the first example of a
TNER that integrates signals from both Egr and apical polarity
determinants to induce JNK-dependent cell death or tumour
growth.

We recently carried out a genome-wide screen to identify molecules
that are required for neoplastic growth'. The condition used for this
screen was the disc-specific knockdown of avalanche (rotund
(rn)>avI-RNAIi; avalanche also known as syntaxin 7), a gene encoding
a syntaxin that functions in the early step of endocytosis®. rn>avl-
RNAI results in ectopic Wingless (Wg) expression, neoplastic disc
overgrowth® (Fig. 1a,b), and a 2-day delay in larva-to-pupa transition".
We screened a collection of 10,100 transgenic RNA interference
(RNAI) lines for their ability to rescue the pupariation delay and iden-
tified 121 candidate genes'. Interestingly, only eight candidate genes
also rescued ectopic Wg expression and neoplastic overgrowth
(Extended Data Fig. 1a). These included five lines targeting core com-
ponents of the JNK pathway (Bendless, Tab2, Tak1l, Hemipterous and
Basket; Extended Data Fig. 1b). Using a puckered enhancer trap (puc-
lacZ) as a readout for JNK activity, we confirmed that JNK signalling is
highly upregulated in rn>avI-RNAi discs (Fig. 1a, b, right). One of the
remaining lines targets CG10176, a gene encoding a transmembrane
protein. Reducing expression of CG10176 by using two different
RNAi lines was as efficient as takl silencing to restore normal Wg
pattern and suppresses JNK signalling and neoplastic growth in the
rn>avl-RNAi background (Fig. 1¢, d and Extended Data Fig. 1c-e).
Sequence analysis of GCI10176 identified a cysteine-rich domain
(CRD) in the extracellular part with homology to vertebrate TNFRs
(Fig. le and Extended Data Fig. 2) harbouring a glycosphingolipid-
binding motif (GBM) characteristic of many TNFRs including Fas’

(Fig. 1e and Extended Data Fig. 2). We named CG10176 grindelwald
(grnd), after a village at the foot of Eiger, a Swiss mountain that lent its
name to the unique Drosophila TNF, Egr. Inmunostaining and sub-
cellular fractionation of disc extracts confirmed that Grnd localizes to
the membrane (Extended Data Fig. 1f-h). Moreover, co-immunopre-
cipitation experiments showed that both Grnd full-length and Grnd-
intra, a form lacking its extracellular domain, directly associate with
Traf2, the most upstream component of the JNK pathway (Fig. 1f-h).
This interaction is disrupted by a single amino acid substitution within
a conserved Traf6-binding motif* (human TRAF6 is the closest homo-
logue to Traf2; Fig. 1f-h and Extended Data Fig. 3). Overexpression of
Grnd-intra, but not full-length Grnd, is sufficient to induce JNK sig-
nalling, ectopic Wg expression and apoptosis (Fig. 1i-j and Extended
Data Fig. 4a—c), and Grnd-intra-induced apoptosis is efficiently sup-
pressed in a hep”” (JNKK) mutant background (Extended Data Fig. 4d,
e), confirming that Grnd acts upstream of the JNK signalling cascade.

The Drosophila TNF Egr activates JNK signalling and triggers cell
death or proliferation, depending on the cellular context’. We there-
fore tested whether Grnd is required for the small-eye phenotype
generated by Egr-induced apoptosis in the retinal epithelium®’
(GMR>egr; Fig. 2a, b). As previously shown, inhibition of JNK sig-
nalling by reducing takl (ref. 6) or traf2 (ref. 8) expression, or by
overexpressing puckered’, blocks Egr-induced apoptosis and rescues
the small-eye phenotype (Extended Data Fig. 5a-d). In contrast to a
previous report’, RNAI silencing of wengen (wgn), a gene encoding a
presumptive receptor for Egr, does not rescue the small-eye phenotype
(Extended Data Fig. 5e). Furthermore, the small-eye phenotype is not
modified in a wgn-null mutant background (Fig. 2c and Extended Data
Fig. 5h, m, n), confirming that Wgn is not required for Egr-induced
apoptosis in the eye. By contrast, reducing grnd levels partially rescues
the Egr-induced small-eye phenotype, producing a ‘hanging-eye’
phenotype (Fig. 2d) that is not further rescued in a wgn-knockout
(wgnKo) mutant background (Extended Data Fig. 5e-i). A similar
phenotype was previously reported as a result of non-autonomous cell
death induced by a diffusible form of Egr'® (Extended Data Fig. 5k, 1).
This suggests that Grnd prevents Egr from diffusing outside of its
expression domain. Co-immunoprecipitation experiments show that
both full-length Grnd and Grnd-extra, a truncated form of Grnd lack-
ing the cytoplasmic domain, associate with Egr through its TNEF-
homology domain (Fig. 2j, k). Although Grnd-extra can bind Egr, it
cannot activate JNK signalling. Therefore, we reasoned that Grnd-
extra expression might prevent both cell-autonomous and non-auto-
nomous apoptosis by trapping Egr and preventing its diffusion and
binding to endogenous Grnd. Indeed, GMR-Gal4-mediated express-
ion of grnd-extra fully rescues the Egr small-eye phenotype (Fig. 2e and
Extended Data Fig. 5j). To confirm that the removal of Grnd induces
Egr-mediated non-autonomous cell death, we generated wing disc
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Figure 1 | Grnd is a novel member of the TNFR superfamily. a-d, Wing
discs stained for Wg (left) or LacZ (right). e, Sequence alignment of Grnd and
human TNEFRs. Blue, identity; yellow, strong similarity to Grnd; grey, weak
similarity to Grnd. f, g, Co-immunoprecipitation experiments from S2R™ cells
co-expressing haemagglutinin (HA)-Traf2 or Thog-HA (control), and either
Grnd-Flag, Grnd-intra-Flag or Grnd(E202A)-Flag (f), or HA-Egr and either
Grnd-Flag, Grnd(E202A)-Flag or Thog-Flag (control) (g). Input loading is
quantified using B-tubulin. h, Pull-down experiments of Traf2 with various
truncated forms of glutathione S-transferase (GST)-Grnd. Commassie blue
staining is used to visualize the bound species. WT, wild type. i-j, Wing discs
stained for Wg (left), LacZ (middle) and Grnd (right).

clones expressing egr alone, egr + takl RNAi, or egr + grnd RNAi
(Fig. 2f-i). As expected, reducing takl levels in egr-expressing clones
prevents their elimination by apoptosis (Fig. 2f, g). Similarly, reducing
grnd levels prevents autonomous cell death, but also induces non-
autonomous apoptosis (Fig. 2h, i). This suggests that Egr, like its
mammalian counterpart TNF-o, can be processed into a diffusible
form in vivo whose interaction with Grnd limits the potential to act
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Figure 2 | Grnd is required for Egr-induced apoptosis. a-e, Light
micrographs of Drosophila adult eyes of the indicated genotypes (all animals
carry the GMR-Gal4 driver). Original magnification, X30. f-i, Wing discs
carrying green fluorescent protein (GFP)-labelled clones (green) expressing egr
(f), egr + takl RNAI (g) or egr + grnd RNAI (h, i) and stained for Caspase 3
(Cas3; red). A close-up shows non-autonomous cell death around the egr +
grnd RNAI clones. j, k, Co-immunoprecipitation (IP) experiments from S2R™
cells expressing HA-Egr or HA-EgrATNF (Egr lacking its TNF-homology
domain; amino acids 278-415) and either Grnd-Flag, Grnd-extra-Flag or
Thog-Flag (control). Input loading is quantified using p-tubulin.

at a distance. Flies carrying homozygous (grnd™ ™" or transhe-

terozygous (grnd™"*?) combinations of a transposon inserted in the
grndlocus express no detectable levels of Grnd protein (Extended Data
Fig. 6a,b) and are equally resistant to Eg—induced cell death (Extended
Data Fig. 6e—j). In addition, grnd™™"*¥™"* mutant flies are viable and
display no obvious phenotype (Extended Data Fig. 6¢, d), suggesting
that Grnd, like Egr, participates in a stress response to limit organismal
damage. Collectively, our data demonstrate that Grnd is a new
Drosophila TNF receptor that mediates most, if not all, Egr-induced
apoptosis.

TNFs probably represent a danger signal produced in response to
tissue damage to rid the organism of premalignant tissue or to facilitate
wound healing. Disc clones mutant for the polarity gene scribbled
(scrib) induce an Egr-dependent response resulting in the elimination
of scrib mutant cells by JNK-mediated apoptosis'™'>. To test the
requirement for Grnd in this process, we compared scrib-RNAi and
scrib-RNAI + grnd-RNAI clones obtained 72 h after heat shock induc-
tion. As expected, scrib-RNAi cells undergo apoptosis and detach from
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Figure 3 | Grnd is required for the Egr-induced invasiveness of Ras"'%/

scrib™/~ tumours. a-f, Wing discs dissected 5 days after egg deposition (AED)
stained for Cas3 (red) and carrying GFP-labelled clones (green) of the indicated
genotypes induced 2 days AED. a, b, e, Wild-type clones (a) and clones
expressing the control Rh3 RNAi (b) to exclude a Gald4 titration effect (e). g-i,
Eye-brain complexes dissected 7 days AED carrying Ras""%/scrib™~ (g) or
Ras"%/scrib™~ + grnd RNAI (h) clones (labelled by GFP), or Ras""/scrib™/~
GFP-labelled clones in an egr mutant background (i) stained for Mmp1

(g-i, middle, red) and 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; blue).
Ras"'%/scrib™~ clones invade the ventral nerve cord (g, white arrow). c.c.,
cephalic complex.
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the epithelium (Fig. 3a-d). By contrast, scrib-RNAI clones with reduced
grnd expression survive (Fig. 3e, f), indicating that Grnd is required
for Egr-dependent elimination of scrib-RNAi cells. Similar results
were obtained by generating scrib~/~ mutant clones in the eye disc
(Extended Data Fig. 7a-d).

In both mammals and flies, TNFs are double-edged swords that also
have the capacity to promote tumorigenesis in specific cellular con-
texts’. Indeed, scrib™’~ eye disc cells expressing an activated form of
Ras (Ras"'?) exhibit a dramatic tumour-like overgrowth and meta-
static behaviour, a process that critically relies on Egr'®>. Ras""?/
scrib~/~ metastatic cells show a strong accumulation of Grnd and
Mmpl, and invade the ventral nerve cord''*" (Fig. 3g and
Extended Data Figs 7e, 8a). Primary tumour cells reach peripheral
tissues such as the fat body and the gut, where they form micro-
metastases expressing high levels of Grnd (Extended Data Fig. 7f, g).
Reducing grnd levels in Ras""?/scrib™'~ clones is sufficient to restore
normal levels of Mmp1 and abolish invasiveness in a way similar to
that observed in an egr ’~ background" (Fig. 3h, i and Extended Data
Fig. 8a—c). Therefore, Grnd is required for the Egr-induced metastatic
behaviour of Ras""?/scrib™’~ tumorous cells. Similarly, reducing grnd,
but not wgn levels, strongly suppresses Mmp]1 expression in Ras" %/
dlg-RNAi cells and limits tumour invasion (Extended Data Fig. 8d-g),
indicating that Wgn does not have a major role in the progression of
these tumours.

Perturbation of cell polarity is an early hallmark of tumour progres-
sion in epithelial cells. In contrast to small patches of polarity-deficient
cells, for example, scrib /" clones, organ compartments or animals
fully composed of polarity-deficient cells become refractory to Egr-
induced cell death and develop epithelial tumours. The formation of
these tumours requires JNK/MAPK signalling, but not Egr'>'¢, sug-
gesting Egr-independent coupling between loss of polarity and JNK/
MAPK-dependent tumour growth. In line with these observations,
we noticed that, in contrast to Grnd, Egr is not required to drive
neoplastic growth in rn>avl-RNAi conditions (Extended Data
Fig. 9a, b). This suggests that, in addition to its role in promoting
Egr-dependent functions, Grnd couples loss of polarity with JNK-
dependent growth independently of Egr. Disc immunostainings
revealed that Grnd co-localizes with the apical determinant Crb
in the marginal zone, apical to the adherens junction protein
E-cadherin (E-cad) and the atypical protein kinase C (aPKC; Fig. 4a
and Extended Data Fig. 9¢, d). In avl-RNAi discs, Grnd and Crb
accumulate in a wider apical domain® (Extended Data Fig. 9e, g).
Apical accumulation of Crb is proposed to be partly responsible for
the neoplastic growth induced by avl knockdown, since overexpres-
sion of Crb or a membrane-bound cytoplasmic tail of Crb (Crb-intra)
mimics the avl-RNAi phenotype® (Extended Data Fig. 9f). We there-
fore examined whether Grnd might couple the activity of the Crb
complex with JNK-mediated neoplastic growth. Indeed, reducing grnd
levels, but not wgn, in rn>>crb-intra discs suppresses neoplastic growth
as efficiently as inhibiting the activity of the JNK pathway (Fig. 4c-f
and Extended Data Fig. 9h, i). Notably, Yki activation is not rescued in
these conditions (Extended Data Fig. 9j-1), illustrating the ability of
Crb-intra to promote growth independently of Grnd by inhibiting
Hippo signalling through its FERM-binding motif (FBM)'7®.
Indeed, neoplastic growth and polarity defects induced by a form of
Crb-intra lacking its FBM (CrbAFBM-intra) are both rescued by Grnd
silencing (Fig. 41, j). As expected, the size of rn>crbAFBM-intra;grnd-
RNAI discs is reduced compared to the size of rn>crb-intra; grnd-
RNAI discs (compare Fig. 4e, f with Fig. 4j).

Crb, Stardust (Sdt; PALSI in humans), and Pals1-associated tight
junction protein (Patj) make up the core Crb complex'®, which recruits
the adaptor protein Veli (MALS1-3 in humans)***’. In agreement
with previous yeast two-hybrid data®, we find that Grnd binds directly
and specifically to the PDZ domain of Veli through a membrane-
proximal stretch of 28 amino acids in its intracellular domain

ObExtended Data Fig. 10a-e). Grnd localization is unaffected in
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Figure 4 | grnd is required downstream of the apical Crb polarity complex
for JNK-dependent neoplastic growth. a, b, Transverse sections of wild-type
discs stained for Grnd (red), Crb (a, green) or Veli (b, green). c-h, Discs
expressing crb-intra alone (c), or combined with the indicated genotypes
(d-h), dissected 6 days AED, stained for Wg (green). i, j, Discs expressing

crb™’” and veli RNAi mutant clones (Extended Data Fig. 10f-h).
However, reducing veli expression rescues the patterning defects and
disc morphology of rn>crb-intra mutant cells (Fig. 4g, h), suggesting
that Grnd couples Crb activity with JNK signalling through its inter-
action with Veli. Interestingly, aPKC-dependent activation of JNK
signalling'® also depends on Grnd (Fig. 4k, 1). aPKC is capable of
directly binding and phosphorylating Crb, which is important for
Crb function®. This suggests that aPKC, either directly or through
Crb phosphorylation, activates Grnd-dependent JNK signalling in res-
ponse to perturbation of apico-basal polarity.

Our data are consistent with a model whereby Grnd integrates
signals from Egr, the unique fly TNF, and apical polarity determi-
nants to induce JNK-dependent neoplastic growth or apoptosis in a
context-dependent manner (Fig. 4m). Recent work reveals a correla-
tion between mammalian Crb3 expression and tumorigenic potential
in mouse kidney epithelial cells®>. The conserved nature of the Grnd
receptor suggests that specific TNFRs might carry out similar func-
tions in vertebrates, in which the link between apical cell polarity and
tumour progression remains elusive.
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rn>crbAFBM-intra
j grnd RNAI

en>GFP + aPKCAN

JNK signalling

VN

Proliferation Apoptosis

Crb-intra lacking its FBM (crbAFBM-intra) alone (i) or with grnd RNAi

(j) stained for Wg (in green). k, 1, Discs from puc-LacZ animals expressing
activated aPKC (aPKCAN)** in the posterior domain alone (k) or together with
grnd RNAi (1). m, A model for Grnd function.

Online Content Methods, along with any additional Extended Data display items
and Source Data, are available in the online version of the paper; references unique
to these sections appear only in the online paper.
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METHODS

Fly strains and food. Animals were reared at 25 °C on fly food containing, per
litre: 17 g inactivated yeast powder, 83 g corn flour, 10 g agar, 60 g white sugar and
4.6 g Nipagin M (in ethanol). The rn-Gal4, UAS-egr, tubGAL80" animals were
raised at 18 °C, shifted to 30 °C for 40 h during early third instar larval develop-
ment (7 days AEL), and subjected to dissection immediately after (Extended Data
Fig. 6).

Cell culture. Drosophila S2 and S2R™ cells were grown in complete Schneiders
medium (CSM; Schneiders medium (Invitrogen) supplemented with 10% heat-
inactivated FBS (BioWhittaker), 50 U ml ™" penicillin and 50 ug ml ™" streptomy-
cin (Invitrogen)) at 25°C. Transfections were done using Effectene reagent
(Qiagen).

Plasmids. grnd, grnd-extra and grnd-intra coding sequences were PCR amplified
from BDGP EST complementary DNA clones RE28509, and cloned into the
pENTR/D-TOPO vector using the following gene-specific primers: sense primers
CACCATGTCGGTCAGGAAGTTGAG (grnd and grnd-extra) and CACCA
TGCTGATCCTCTTGCTGCTGACTATCC (grnd-intra); and antisense primers
GAAAGCGACGGGAATCGTCGC (grnd and grnd-intra) and CCATCGAAGG
AACTGAAACGCG (grnd-extra). The mutations giving rise to the single E202A
and double P200A/E202A amino acid changes in Grnd and Grnd'>*' were
introduced using the QuickChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene),
grnd-pENTR or grnd"?>?"-pGEX-6PI templates, and the following primers: sense,
CGGTGAGCACTCGCTATCCGGCGGCAAACAGTACCACGCCCAC; and
antisense, GTGGGCGTGGTACTGTTTGCCGCCGGATAGCGAGTGCTCAC
CG for grnd™***; sense, CGGTGAGCACTCGCTATGCGGCGGCAAACAGT
ACCACGCCCAG; and antisense, GTGGGCGTGGTACTGTTTGCCGCCGCA
TAGCGAGTGCTCACCG for grnd™%4/F2024 T generate grnd-Flag, grnd™>***-
Flag, grnd-extra-Flag and grnd-intra-Flag, grnd, grnd*>**, grnd-extra and grnd-
intra coding sequences were cloned into the Gateway Destination vector pActin-
3XFlag (Drosophila Gateway Vector Collection) for expression in S2 and S2R™
cells. In addition, grnd, grnd-intra and grnd-extra coding sequences were cloned
into pUASg.attB for generation of UAS-grnd, UAS-grnd-intra and UAS-grnd-
extra transgenic lines. The HA-traf2 plasmid was from K.B.””. The HA-egr and
HA-egrATNF plasmids were a gift from M. Miura. pActin-iHog-HA and pActin-
iHog-Flag were gifts from L. Ruel.

Transgenic flies. To generate the UAS-grnd UAS-grnd-intra and UAS-grnd-extra
lines, the pUASattB-grnd, pUASattB-grnd-intra and pUASattB-grnd-extra con-
structs were introduced into the germ line by injections in the presence of the
PhiC31 integrase and inserted in the 86F8-landing site on the 3R chromosome
(Bloomington Drosophila Stock Center, BL24749, BestGene). The following RNAi
lines were from the GD or KK collections of the Vienna Drosophila RNAi Center
(VDRC): grnd RNAi (GD43454, sense primer CGCGAATTCCCTCTTGCTG
CTGACTATCCTTCTCGT, and antisense primer GCGTCTAGAGTTGTGG
GCGTGGTACTGTTTTCC; and KK104538, sense primer TGGCGCCCCTAG
ATGAACGGTTATGACGGAGATCG, and antisense primer CGCATGTAGC
CTGCCGTTTGTGGTGATTGCGAATG), takl RNAi (KK101357, sense primer
TGGCGCCCCTAGATGGCTTGTCCTTGAAGTCCTGC, and antisense primer
CGACGCCCGCTGATAGCATGAGCAGGAGATTGTCA), bendless RNAi
(KK109638, sense primer TGGCGCCCCTAGATGCGCATCATCAAGGAGA
CTCA, and antisense primer CGCATGTAGCCTGCCTTCTGGAAAAACGCC
GATAC), tab2 RNAi (KK100326, sense primer TGGCGCCCCTAGATGGCA
CTTTCAGCGGAAGAAAC, and antisense primer TAGCCTCCCTAGCG
CAGCTCTGCACTGGGATAGGA), traf2 RNAi (GD16125, sense primer CGC
GAATTCAGCACCCACTCCGCCCAAGA, and antisense primer GCGTCTAG
AACCGAACAGCCCAGCGAGGA), hep RNAi (KK109277, sense primer TGG
CGCCCCTAGATGGGCTTCTTGGACAGCTTGAG, and antisense primer CG
CATGTAGCCTGCCAGGAGAACAAACGCATCCTG), bsk RNAi (KK104569,
sense primer TGGCGCCCCTAGATGAGCATCCACTTCCTCAGCAT, and
antisense primer TAGGTCTAGCCCCGCGGTACACCATCACCCTCGTT),
scrib RNAi (GD 45556, sense primer CGCGAATTCCGAAGAGGACAACG
CACAGCA, and antisense primer GCGTCTAGACTGGGAGCGGGCAAAGT
GTAAG), avl (GD5413, sense primer CGCGAATTCCAACAGTAGCGCCAG
CCAGCA, and antisense primer CGCTCTAGACCGTGCCCTGCGAGACA
AAA), dilp8 (KK102604, sense primer TGGCGCCCCTAGATGACTCGATG
GACCTTCTGTCG, and antisense primer CGCATGTAGCCTGCCGTCATCG
GAGTCTGTTGCCT), and rh3 RNAi (KK100853, sense primer TGGCGCCCC
TAGATGATCTGGGATGACTTATGGCG, and antisense primer TAGCCTCC
CTAGCGCTCGATACGCGACTCTTTGTG). The veli-RNAI lines were from
U. Thomas. The wengen-RNAI line (wengen-IR) was provided by M. Miura.
The GMR-Gal4 (on chromosome II), UAS-egr (on chromosome III), GMR-
Gal4, UAS-ecto-egr60 (on chromosome II), GMR-Gal4, UAS-egr (on chromo-
some IT), UAS-CrbAFBM:-intra, DIAP-GFP, aPKCAN, FRT, Crb"'*** (null) and

UAS-wgn transgenic lines were previously published”'*?”°, the UAS-puc™* linf 0
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was described previously®, the UAS-crb-intra transgenic lines and veli mutant
flies were from E. Knust, the egr’ and egr’ mutant lines and the UAS-ras"'%
FRT82B, scrib'/TM6b and UAS-ras¥'?, egr’; FRT82B, scrib'/TM6b and yw,
eyFlpl; act>y+>Gal4, UAS-GFP; FRT82B, tubgal80 and yw, eyFlpl;
act>y+>Gal4, UAS-GFP, egrl; FRT82B, tubGal80 lines were from M. Vidal,
the w'''% +; rnGald, UAS-eiger, tubGal80"/TM6B line was provided by I
Hariharan, the yw, hep75/FM7, GEP; Sal’"/cyo line was provided by F. Serras.
The rn-Gal4, nub-Gald, puc-LacZ, grnd"™* (Mi{MIC}CG10176™"%°*?), and
grnd™®SC1%) Jines were provided by the Bloomington Drosophila Stock Center.
Flies’ eye pictures are acquired on a Leica Fluorescence Stereomicroscope MZ16
FA with a Leica digital camera DFC 490.
Generation of wgn“®*© mutant flies. The wgn knockout allele was generated by
ends-in gene targeting as described previously®’. The pTV2 targeting construct
carried frameshift mutations in exon 1 and 2, an I-Scel site between these two
exons, a white" marker gene, an I-Crel site, up- and downstream homology
sequences and two flanking FRT sites. The frameshift mutations were introduced
by cutting the unique intrinsic restriction sites Acll and NotI followed by T4 DNA
polymerase-mediated fill-in. F3 Larvae carrying the targeting construct together
with an hsp70-flp and a hsp70-I-Scel transgene were heat shocked (1h at 38 °C on
day 2 and 3 after egg laying) to generate a linearized targeting construct that aligns
and recombines with the endogenous wild-type locus. After crossing the F3 flies to
eye-FLP-expressing flies, the F4 was screened for non-mosaic white* eyed flies
carrying an insertion of a processed targeting construct. After processing with FLP
and I-Scel, only one FRT site remained next to the white" marker gene in these
flies. Flies still carrying the original donor insertion lost the white™ marker gene,
since it was still flanked by two FRT sites. Female F4 ‘w ™ wgn®® flies, carrying two
wgn copies on the X chromosome were crossed with males of the genotype ‘v/Y ;
+/+ ; [v+, 70I-Crel] 1A/TM6’. The F5 offspring were heat shocked (1 h at 38 °C
on day 2 after egg laying). F5 offspring males were selected against TM6 (‘w+/
—74/Y ; +/+ ; [v+, 70I-Crel] 1A/+’) and typically displayed white™’ ™ mosaics.
When they were individually crossed to the X-chromosomal balancer stock ‘bin/
#852°, more than 90% of the males were sterile. The F6 flies that hatched were
either white™ or white”. The white™ flies were tested for the presence of
the mutations. The stocks ‘y w (v); P[ry+, 70FLP]4 P[v+, 70I-Scel]2B Sco/S2
Cyo’ and ‘v; +/+; [v+, 70I-Crel] 1A/ TM6, Ubx, e’ were provided by K. Golic
and Y. Rong.
Genome-wide screen. As an unbiased approach to identify molecules that are
required for neoplastic growth, we used the elavGal80; rn>avI-RNAi/ TMe6b,
tub>Gal80 testerline, which is characterized by neoplastic growth in the discs
and a delay of about 2 days in pupariation. We crossed this line to the Vienna
Drosophila RNAi Center (VDRC) collection of phiC31 (KK) RNAi lines (10,100
lines) and screened for candidates that were able to rescue the delay at pupariation
as described previously'. One-hundred and twenty-one candidates significantly
rescued the pupariation delay in rn>avI-RNAi larvae. Of these, only 8 lines res-
cued the neoplastic disc growth (Extended Data Fig. 1)
Immunostainings of larval tissues. Tissues dissected from larvae in 1X PBS
(137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 43 mM Na,HPO,, 147 mM KH,PO,, pH 8) at
the indicated hour AED, were fixed in 4% formaldehyde (Sigma) in PBS for
20min at room temperature washed in PBS containing 0.1% Triton X-100
(PBT), blocked for 2h in PBT containing 10% FBS (PBS-TF), and incubated
overnight with primary antibodies at 4 °C. The next day, cells and tissues were
washed, blocked in PBS-TF, and incubated with secondary antibodies at 1/500
dilution (Rhodamine Red-X-conjugated donkey anti-rat, Cy3 conjugated donkey
anti-rabbit, Cy3 conjugated donkey anti-chicken, Cy3 conjugated donkey anti-
mouse and Cy3 conjugated mouse anti-guinea pig, Cy5 conjugated donkey anti-
rat, and Cy5 conjugated donkey anti-guinea pig from Jackson ImmunoResearch,
goat anti-mouse Alexa Fluor 488, donkey anti-rat Alexa Fluor 488 and goat anti-
rabbit Alexa Fluor 488 from Invitrogen) for 2 h at room temperature. After wash-
ing, tissues were mounted in Vectashield containing DAPI for staining of DNA
(Vector Labs). Fluorescence images were acquired using a Leica SP5 DS (X20 and
X 40 objectives) and processed using Adobe Photoshop CS5.
Lysis and immunoprecipitations. Cells were lysed in 100 pl buffer A (50 mM
Tris-HCl (pH 8), 150 mM NaCl, 1% NP-50, 1 mM EGTA, 0.5 M NaF, phosphatase
inhibitor cocktail 2 (Sigma), complete protease inhibitor cocktail (Roche)).
Immunoprecipitations were performed from about 1 X 107 S2 cells. Cells were
lysed in 200 pl buffer A, and cell extracts were cleared of membranous material by
centrifugation at 10,000 r.p.m. for 15min. The cleared extracts were incubated
with protein G-Sepharose beads (Sigma) for 1h to reduce unspecific binding of
proteins to the beads in the subsequent purifications. Next, the precleared extracts
were incubated with 80 ul of protein G-Sepharose beads and 1 pl of the relevant
antibody for 3 h. Subsequently, beads were washed three times in buffer A, boiled

3in sample and reducing buffers (Invitrogen).
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Protein preparation. Drosophila Veli full length (Veli''*®) and PDZ domain
(Veli®®* %) were expressed with an amino-terminal Hiss-tag from pET43
(Novagen) in Escherichia coli strain BL21 Rosetta, and purified by affinity on
Ni-NTA beads (Qiagen). The Veli L27 domain (Veli'®") was cloned in a modified
pET43 plasmid as a Hiss—-MBP-tagged construct. The fusion protein was
expressed in bacteria similarly to the other constructs. After a first step of affinity
purification on amylose beads (NEB), the protein was incubated with TEV prote-
ase (Invitrogen Life Technologies) to cleave the MBP tag, and loaded on a
Resource-Q anion-exchange column (GE-Healthcare). The TRAF domain of
Drosophila Traf2 (Traf2*'*~*7) was expressed similarly, and purified by affinity
followed by ion-exchange chromatography on a Resource-S column (GE-
Healthcare). All Grnd constructs were expressed as GST-fusion proteins using a
modified version of the pGEX-6PI vector (GE-Healthcare), and purified by affinity
on glutathione sepharose (GSH) beads. The purifications were carried out at 4 °C.
The PDZ domains of human Par3 (Par3-PDZ2 and Par3-PDZ3 encompassing
residues 465-548 and 582-685, respectively) and Drosophila Bazooka (Baz-PDZ1
corresponding to residues 331-419) were expressed as GST-fusion proteins. After
the first step of affinity purification on GSH-beads, the GST tag was removed from
the constructs by cleavage with PreScission protease, and the PDZ domains were
further purified by ion-exchange chromatography.

In vitro binding assay. To test the interaction properties of intracellular Grnd
constructs, GST-Grnd fusion proteins (5uM) adsorbed on GSH-beads were
incubated for 40 min at 4 °C with 10 uM Veli"™, Veli"*” or Veli’* in a buffer
containing 10 mM HEPES pH 7.4, 30 mM NaCl, 5% glycerol, 0.5 mM EDTA and
1 mM dithiothreitol (DTT). After two washing steps, the bound species were
resolved on SDS-PAGE and visualized by Coomassie staining. To test the specifi-
city of binding, analogous pull-down assays were performed with the PDZ
domains of Par3 and Bazooka under the same conditions. To monitor the ability
of Traf2 to bind Grnd, 2 pM GST-Grnd"**~**' wild type or mutated on P200 and/
or E202 were absorbed on GSH beads and incubated with 10 uM Traf2*'*~*"> in a
buffer consisting of 10 mM HEPES pH 7.4, 0.15M NaCl, 5% glycerol, 0.5 mM
EDTA, 1 mM DTT and 0.05% Tween. After washing, complexes immobilized on
beads were analysed by SDS-PAGE.

Subcellular fractioning. Subcellular fractioning of 300 wing imaginal discs dis-
sected from wild-type animals was performed using the Qproteome Cell
Compartment Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol.

Western blotting. Proteins were resolved by SDS-PAGE using 4-12% gradient
gels (NuPAGE Novex gel, Invitrogen) and transferred electrophoretically to poly-
vinylidene difluoride membranes (Milipore). The membranes were incubated for
1 h in blocking buffer (PBS, 5% milk) and incubated overnight at 4 °C in the same
buffer containing primary antibodies at 1:1,000 dilutions: rabbit anti-
Smoothened®”, mouse anti-Lamin (Developmental Studies Hybridoma Bank
(DSHB)), mouse anti-DIg (4F3) from DSHB, mouse anti-Myc 9E10 (sc-40,
Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-Myc A-14 (sc-789, Santa Cruz
Biotechnology), mouse anti-Flag F3165 (Sigma), rat anti-HA 3F10 (Roche)), gui-
nea pig anti-Grnd at 1:1,000, anti-tubulin (Sigma) at 1:2,000. The anti-Wgn anti-
body was used as described previously””. Membranes were washed three times in
PBS-T, blocked for 1h, and probed with secondary antibodies in blocking buffer
for 1 h atroom temperature. After three washes in PBS-T, chemiluminescence was
observed using the ECL-Plus western blotting detection system (Amersham
Biosciences). Images were generated using the Fujifilm Multi Gauge software.
Antibodies. To generate purified antisera specific for the Grnd protein, two pep-
tides, CAYPHPATANGKDLNA and NAINHPGSDLERAQSQ, corresponding to
amino acids 140-154 and 161-176, respectively, were used as immunogens in
guinea pigs (Eurogentec). The following primary antibodies were used for immu-
noflourescence in this study: mouse anti-Wg (4D4) from DSHB 1/50, mouse anti-
Dlg (4F3) from DSHB 1/500, rat anti-E-Cad (DCAD2) from DSHB 1/500, mouse
anti-MMP1 (3A6B4/5H7B11/3B8D12; the three different antibodies were mixed
in amounts (1:1:1) from DSHB (1:25)), chicken anti-f-galactosidase from
GeneTek 1/1,000, rabbit anti-cleaved caspase-3 (Asp 175) from Cell Signaling
Technology 1/500, rabbit anti-aPKC from Santa Cruz Biotechnology 1/1,000,
guinea pig anti-Grnd 1/100, rabbit anti-Veli 1/1,000 (gift from G. Pietrini), and
rat anti-Crb 1/1,000 (gift from E. Knust).

Sequence alignment and homology modelling. Multiple sequence alignment,
per cent identity matrix, and phylogenic data were generated using Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolform.ebi?tool =clustalo). Data of
five human death receptors of the TNFR superfamily with the highest identity
with Grnd are shown. Slight manual adjustment of the alignments was performed.
Amino acids are highlighted where Grnd shares identity or similarity with death
receptor(s) (Fig. 1) or Grnd-like proteins from other insect species (Extended Data
Fig. 2d), or where Fas shares identity or similarity with Grnd and/or Wgn
(Extended Data Fig. 2b). Amino acid similarity is presented based on scores in

Gonnet PAM 250 matrix (>0.5, highly similar; =0.5, weakly similar). Amino acid
positions are indicated in parentheses or at the end of the shown sequences. The
phylogram was drawn using interactive Tree of Life* (http://itol.embl.de/).
Number on each branch indicates branch length (Extended Data Fig. 2a).
UniProt protein identifiers are: Fas (P25445), DR4 (000220), DR5 (014763),
DcR1 (014798), DcR2 (Q9UBNG6), and Wengen (Q9VWS4). Information of pro-
tein domains in TNFR superfamily members used to construct protein domain
diagram (Extended Data Fig. 2d) was obtained from UniProt (http://www.uni-
prot.org/).

Genotypes. Fig. 1la: w™; +; rn-Gal4/ puc-lacZ. Fig. 1b: w™; elav-Gal80/+; rn-Gal4,
UAS avl RNAi GD/ puc-lacZ. Fig. 1c: w™; elav-Gal80/ UAS grnd RNAi KK; rn-
Gal4, UAS avl RNAi GD/puc-lacZ. Fig. 1d: w; elav-Gal80/ UAS takl RNAi KK;
rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/puc-lacZ. Fig. 1i: w™; nub-Gald/+; UAS grnd /
puc-lacZ. Fig. 1j: w; nub-Gald/+; UAS grnd-intra / puc-lacZ.

Fig. 2a: w~; GMR-Gal4/+; +. Fig. 2b: w~; GMR-Gal4, UAS egr/+; MKRS/+.
Fig, 2c: wgn*%; GMR-Gald, UAS egr/+; MKRS/+. Fig. 2d: w ™ ; GMR-Gal4, UAS egr/
UAS grnd RNAi KK; MKRS/+. Fig. 2e: w™; GMR-Gal4, UAS egr/ +; MKRS/ UAS
grnd-extra. Fig. 2f: yw, hs-FLP; Act>CD2>Gal4, UAS GFP/+; UAS egr/+. Fig. 2g:
yw, hs-FLP; Act>CD2>Gal4, UAS GFP/ UAS tak1 RNAi KK; UAS egr/+. Fig. 2h—i:
yw, hs-FLP; Act>CD2>Gal4, UAS GFP/ UAS grnd RNAi KK; UAS egr/+.

Fig. 3a: yw, hsFLP; Act>CD2>Gal4, UAS GFP/+; +. Fig. 3b: yw, hs-FLP;
Act>CD2>Gal4, UAS GFP/ UAS rh3 RNAi KK; +. Fig. 3c: yw, hs-FLP;
Act>CD2>Gal4, UAS GFP/ UAS grnd RNAi KK; +. Fig. 3d: yw, hs-FLP;
Act>CD2>Gal4, UAS GFP/+; UAS scrib RNAi GD/+. Fig. 3e: yw, hs-FLP;
Act>CD2>Gal4, UAS GFP/ UAS rh3 RNAi KK; UAS scrib RNAi GD/+.
Fig. 3f: yw, hs-FLP; Act>CD2>Gal4, UAS GFP/ UAS grnd RNAi KK; UAS scrib
RNAi GD/+. Fig. 3g: yw, ey-FLP; Act>y" >Gal4, UAS GFP; UAS ras""%/+;
FRT82B, scrib'/ FRT82B, tubGal80. Fig. 3h: yw, ey-FLP; Act>y" >Gal4, UAS
GFP; UAS ras""?, UAS grnd RNAi KK /+; FRT82B, scrib'/ FRT82B, tubGal8o0.
Fig. 3i: yw, ey-FLP; Act> y*>Gal4, UAS GFP; egr' | UAS ras""?, egr’; FRT82B,
tubGal80/ FRT82B, scrib'.

Fig. 4a,b: w . Fig. 4c: w™; UAS crb-intra/+; rn-Gal4 /+. Fig. 4d: w™; UAS crb-
intra/ UAS puc®®; rn-Gal4 /+. Fig. 4e: w™; UAS crb-intra/ UAS grnd RNAi KK; rn-
Gal4 /+. Fig. 4f: w™; grnd™ ">/ grnd™™; rn-Gald / UAS crb-intra. Fig. 4g: w™;
UAS crb-intra/ UAS veli RNAI ; rn-Gal4/ UAS veli RNAI. Fig. 4h: w™; UAS crb-
intra/ nub-Gald ; veli*/ veli®®. Fig. 4i: w™; +; UAS crbAFBM-intra/ rn-Gal4. Fig. 4j:
w’; UAS grnd RNAi KK/ + ; UAS crbAFBM-intra/ rn-Gal4. Fig. 4k: w™; en-Gal4,
UAS GFP/+; UAS aPKCAN/ puc-lacZ. Fig. 41: w™; UAS grnd RNAi KK/ en-Gal4,
UAS GFP; UAS aPKCAN/ puc-lacZ.

Extended Data Fig. 1c: w™; elav-Gal80/+; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD /+.
Extended Data Fig. 1d: w™; elav-Gal80/ UAS grnd RNAi GD; rn-Gal4, UAS avl
RNAi GD /+. Extended Data Fig. le: w; elav-Gal80/ Rh3 RNAi KK; rn-Gal4,
UAS avl RNAi GD /+. Extended Data Fig. 1f, g: w; ptc-Gal4, UAS-GFP/ UAS
grnd RNAi KK; +.

Extended Data Fig. 4a: w™; +; rn-Gal4 /+. Extended Data Fig. 4b: w™; +; rn-
Gal4 / UAS grnd. Extended Data Fig. 4c, d: w™; +; rn-Gald / UAS grnd-intra.
Extended Data Fig. 4e: yw™; sal-Gal4 /+; UAS grnd-intra /+. Extended Data Fig.
4f: yw™, hep””; sal-Gald /+; UAS grnd-intra /+.

Extended Data Fig. 5a: w ; GMR-Gal4, UAS egr/+; MKRS/+. Extended Data
Fig. 5b: w—; GMR-Gal4, UAS egr/ UAS-traf2 RNAi GD; MKRS/+. Extended
Data Fig. 5¢: w~; GMR-Gal4, UAS egr/ UAS puc®; MKRS/+. Extended Data
Fig. 5d: w™; GMR-Gal4, UAS egr/ UAS takl RNAi KK; MKRS/+. Extended
Data Fig. 5e: w ; GMR-Gal4, UAS egr/ UAS-wengen RNAi IR; MKRS/+.
Extended Data Fig. 5f: w ; GMR-Gal4, UAS egr/ UAS-grnd RNAi GDj
MKRS/+. Extended Data Fig. 5g: wgn®; GMR-Gal4, UAS egr/ UAS-grnd RNAi
GD; MKRS/+. Extended Data Fig. 5h: wgnKO; +; +. Extended Data Fig. 5i: w™;
GMR-Gal4/ UAS-grnd RNAi KK; +. Extended Data Fig. 5j: w™~; GMR-Gal4/+;
UAS-grnd-extra/+. Extended Data Fig. 5k: w™; GMR-Gal4, UAS-ecto-egr60/+;
MKRS/+. Extended Data Fig. 51: w™; GMR-Gal4, UAS-ecto-egr60/ UAS puc®;
MKRS/+.

Extended Data Fig. 6¢: w™. Extended Data Fig. 6d: w™; grnd™"**/ grnd™™%; +.
Extended Data Fig. 6e: w; +; rn-Gald, UAS egr, tubGal80® /+. Extended Data
Fig. 6f w; UAS-grnd RNAi KK/+; rn-Gald, UAS egr, tubGal80"/+. Extended
Data Fig. 6g: w ; UAS-traf2 RNAi GD /+; rn-Gald, UAS egr, tubGal80"/+.
Extended Data Fig. 6h: w™; UAS-takl RNAi KK/+; rn-Gald, UAS egr,
tubGal80"/+. Extended Data Fig. 6i: w™; grnd" ™/ grnd""™; rn-Gald, UAS
egr, tubGal80'/+. Extended Data Fig. 6: w; grnd"™**/ grnd™; rn-Gal4, UAS
egr, tubGal80"/+.

Extended Data Fig. 7a: yw, ey-FLP; Act>y" >Gal4, UAS GEP; +; FRT82B/
FRT82B, tubGal80. Extended Data Fig. 7b: yw, ey-FLP; Act>y">Gald4, UAS
GFP; +; FRT82B, scrib'/ FRT82B, tubGal80. Extended Data Fig. 7c: yw, ey-FLP;
Act>y+>Gal4, UAS GFP; UAS grnd RNAi KK /+; FRT82B, scrib'/ FRT82B,
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tubGal80. Extended Data Fig. 7d: ey-FLP; Act>CD2>Gal4, UAS GFP/ UAS grnd
RNAi KK ; +. Extended Data Fig. 7e-g: yw, ey-FLP; Act>y+ >Gal4, UAS GFP;
UAS ras”'? /+; FRTS2B, scrib'/ FRT82B, tubGals0.

Extended Data Fig. 8a: yw, ey-FLP; Act>y"*>Gald, UAS GFP; UAS ras""%/+;
FRT82B, scrib'/ FRT82B, tubGal80. Extended Data Fig. 8b: yw, ey-FLP;
Act>y*>Gal4, UAS GFP; UAS ras"'?, UAS grnd RNAi KK /+; FRT82B, scrib'/
FRT82B, tubGal80. Extended Data Fig. 8c: yw, ey-FLP; Act>y" >Gal4, UAS GFP;
UAS ras"*2, UAS dilp8 RNAi KK /+; FRT82B, scrib'/ FRT82B, tubGal80.
Extended Data Fig. 8d: w; UAS ras"", UAS-dlg RNAi GD /+; ey-FLP;
Act>Gald, UAS GFP /+. Extended Data Fig. 8e: w; UAS ras""2, UAS-dlg RNAi
GD / UAS-grnd RNAi GD ; ey-FLP; Act>Gal4, UAS GFP /+. Extended Data
Fig. 8f w; UAS ras""2, UAS-dlg RNAi GD / UAS-grnd RNAi KK ; ey-FLP;
Act>Gal4, UAS GFP /+. Extended Data Fig. 8g: wgn*%; UAS ras"'2, UAS-dlg
RNAi GD /+; ey-FLP; Act>Gal4, UAS GFP /+.

Extended Data Fig. 9a: w™; +; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/+. Extended Data
Fig. 9b: w™; egr' / egr’ ; rn-Gald, UAS avl RNAi GD/+. Extended Data Fig, 9c, d:
w™; +; +. Extended Data Fig. 9e: w™; elav-Gal80/+; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/
+. Extended Data Fig. 9f: w~; UAS crb-intra/+; rn-Gal4 /+. Extended Data Fig.
9g:w; elav-Gal80/+; rn-Gal4, UAS avl RNAi GD/+. Extended Data Fig. Oh: w™;
UAS crb-intra/+; rn-Gal4 /+. Extended Data Fig, 9i: wgn*®; UAS crb-intra/+; rn-
Gal4 /+. Extended Data Fig. 9j: w™; +; rn-Gal4 / diap-GFP. Extended Data Fig. 9k:
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w™; UAS crb-intra/+; rn-Gal4 / diap-GFP. Extended Data Fig. 91: w™; UAS crb-
intra/ UAS-grnd RNAi KK ; rn-Gal4 / diap-GFP.

Extended Data Fig, 10f, g: yw, hsFLP; +; FRT82B, Ubi-GFP/ FRT82B, crb''*%,
Extended Data Fig. 10h: yw, hs-FLP; Act>CD2>Gal4, UAS GFP / UAS veli RNAi;
UAS veli RNAi /+.
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Extended Data Figure 1 | Identification of Grnd in a genetic screen for
molecules implicated in neoplastic growth. a, Schematic of the genome-wide
screen. Ten-thousand one-hundred RNAi lines were screened for their abilities
to rescue the delay of the rn>avI-RNAi condition. Of the 121 candidates able to
rescue the delay of the rn>avl condition, only 8 also rescued the neoplastic
growth. b, Schematic of the five components of the JNK pathway shown to be
required for the neoplastic overgrowth in the avl loss of function condition.
Although no RNAi line targeting Traf2 was included in the original screen,
Traf2 was subsequently shown to be required for neoplastic overgrowth in the

rm>avl RNAi| ¢’ rn>avl RNAI

50 um

rn>avi RNAi+|d’
rh:_? BNAi

rm>avi BRNA/+
rh3 RNAI

rn=avl RNAi+|e’
grnd RNAi GD

n=avl RNAi+
* grnd RNAi GD

>GFP, grnd RNAI

25 um

>GFP, grnd RNAI

50 pm

avl-RNAi condition using an alternative RNAi line. c-e, Wing discs of the
indicated genotypes dissected 5 days (left) or 6 days (right) AED and stained for
Wg (green) and Caspase3 (red). f, g, Transverse (f) or xy (g) sections of
dissected wing discs expressing grnd RNAI in the patch domain (GFP, green)
stained for Grnd (red) and DAPI (g, right, blue) to visualize the nuclei.

h, Subcellular fractionation of cleared extract from dissected wing discs shows
that Grnd, like the transmembrane receptor Smoothened, localizes to the
membrane fraction (PM), whereas Disc-large remains in the cytoplasmic
fraction (Cyto). Laminin serves as a control for nuclear fractions.
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Percentage identity matrix
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Wengen Grnd Fas DcR1 DcR2 DR4 DRS
Wengen(89-145) 100.00 14.00 21.82 14.04 14.29 17.54 14.04
Grnd (29-81) 14.00 100.00 26.00 22.00 20.00 17.65 19.61
Fas 118 1?3& 21.82 26.00 100.00 33.93 36.36 39.29 32.14
100-1 7} 14.04 22.00 33.93 100.00 61.40 60.00 60.34
DCFL9_ 130-18 14.29 20.00 36.36 61.40 100.00 58.62 65.52
DR4 (179- 239} 17.54 17.65 39.29 60.00 58.62 100.00 79.66
DR5 (128-186, 14.04 19.61 32.14 60.34 65.52 79.66 100.00
0.19 DcR2 (130-187)
" M DR4 (179-239)
= a.10 DR5 (128-186)
; 0.20 DcR1 (100-161)
3-2?-‘03 — i) Fas (118-173)
: — 945 Wengen(89-145)
—— (5 Grnd (29-81)

Fas (118-173)
Grnd (29-81)

Grnd (D. melanogaster)

Wagn (D. melanogaster)
Fas/TNFRSF8 (H. sapiens)

DR4/TNFRSF10A (H. sapiens)

HVEA/TNFRSF14 (H. sapiens)

simulans
sechellia

Droscphila
Droscphila
Droscphila
Drosophila
Droscphila
Droscophila
Droscophila
Drosophila
Droscophila
Droscphila mojavensis
Droscphila grimshawi
Musca domestica
Ceratitis capitata
Ledes aegypti

Anopheles gambiae
Anopheles darlingi
Bombyx mori

Danaus plexippus
Tribolium castansum
Harpegnathos saltator
Dendroctonus ponderosae
Solenopsis invicta
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ananassae
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willistoni
wirilis
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Extended Data Figure 2 | Sequence homology of the extracellular domain of
Grnd to CRDs of human TNFRs. a, Per cent identity matrix and phylogenic
data from multiple local sequence alignment of the entire extracellular domains
of Grnd and Wgn with extracellular domains (corresponding to a part of CRD2
and all of CRD3) of various human TNFR superfamily members. The
extracellular domain of Grnd shares the highest identity with the GBM-
harbouring CRD of Fas (26%). A similar result is observed for Wgn, although it
exhibits lower identity (22%) and a higher degree of divergence to Fas.

b, Sequence alignment of Fas, Grnd and Wgn demonstrates that Grnd shares a
higher degree of similarity with the GBM-harbouring CRD of Fas than Wgn.
This is particularly apparent in the immediate region encompassing the
functionally critical F134 (marked with an asterisk) of the GBM of Fas. Blue
indicates residue identity, yellow strong similarity, and grey weak similarity of
Fas with Grnd and/or Wgn. ¢, Schematic representation of Grnd, Wgn, and

various members of the human TNFR superfamily showing a high level of
diversity in the number and arrangement of CRDs. The colour codes used are:
red for signal peptide, green for extracellular domains, orange for
transmembrane domains, and blue for intracellular domain. Numbers in each
box indicate corresponding amino acid positions. Pro, prodomain; T1-5,
TAPE1-5 (threonine-, alanine-, proline- and glutamine-rich repeats).

d, Multiple sequence alignment showing the conservation of the extracellular
domain of Grnd in other insect species. Whereas global similarity of the
extracellular domain of Grnd degenerates outside the melanogaster group, the
cysteine residues of the CRD (highlighted in red) and the aromatic residue (F/Y,
marked with an asterisk) corresponding to F134 of Fas CRD3 remain highly
conserved throughout the Hymenoptera order. Blue indicates residue identity;
yellow, strong similarity; and grey, weak similarity to Grnd.
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Extended Data Figure 3 | Identification of a conserved TRAF6-like binding
motif in the intracellular domain of Grnd proteins. Multiple sequence
alignment of the intracellular domain of Grnd and Grnd-like proteins in other
species. A binding motif for TRAF6 (PxExx(aromatic/acidic residue)), the
closest homologue of Drosophila Traf2, was previously identified in human
TNFRs*. The position of a related putative Traf2-binding motif in the

yellow, strong similarity to Grnd.
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intracellular domain of Grnd is indicated. Note that, although sequence
similarity of the intracellular domain of Grnd degenerates outside the family
Drosophilidae, the core residues of this motif (highlighted in red) remain highly
conserved throughout the order Hymenoptera. Blue indicates residue identity;
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Extended Data Figure 4 | Grnd acts upstream of JNK signalling. a-d, Wild-  the sal domain (marked by a truncated line) in a wild-type (d) or hep”” mutant
type wing discs (a) or discs expressing grnd (b) or grnd-intra (¢, d) inthern  (e) background were dissected 5 days AED and stained for Wg (left; green),
domain were dissected 5 days AED and stained for Wg (left; green), Cas3 Cas3 (middle; red), and Grnd (right; grey).

(middle; red), and Grnd (right; grey). d, e, Wing discs expressing grnd-intra in
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Extended Data Figure 5 | Characterization of the wgn*° mutant allele.
a-e, Light micrographs of Drosophila adult eyes are shown. Original
magnification, X30. The small-eye phenotype caused by GMR-driven
expression of egr (a) is rescued by co-expressing puc (c) or reducing the activity
of Traf2 (b), but not by reducing Wgn activity (d; also serves as a control to
exclude a Gal4 titration effect). f, g, Reducing Grnd activity partially rescues the
small-eye phenotype, giving rise to the hanging-eye phenotype (f) and is not
further rescued in a wgn*° mutant background (g). h, wgn*® mutant flies do
not display any eye phenotype. i, j, Reducing Grnd levels or expressing Grnd-
extra in the GMR domain does not affect eye morphology. k, GMR-Gal4-

induced expression of a soluble form of Egr lacking the transmembrane and
cytoplasmic domain (Ecto-Egr-60) gives rise to a small-eye phenotype'®. 1, Co-
expression of puc™® in a GMR> ecto-egr-60 background partially rescues the
small-eye phenotype, giving rise to a hanging-eye phenotype'®. m, Sequence
analysis of DNA extracted from flies homozygous for the wgn° mutation
showing the two frameshift mutations introduced by cutting the unique
intrinsic restriction sites AclI (exon 1) and Notl (exon 2) followed by T4 DNA
polymerase-mediated fill-in. n, Western blot of fly extracts from the indicated
genotypes probed with an anti-Wgn antibody*. KO, knockout; OE,
overexpressing; WT, wild type.
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Extended Data Figure 6 | Characterization of the grnd*"™** mutant.

a, Schematic representation of the Minos transposon insertion in the grnd gene
region corresponding to the 5" untranslated region of the transcript. b, Western
blot of wing disc extracts from the indicated genotypes probed with anti-Grnd
(top) and anti-B-tubulin (bottom) antibodies. Grnd protein migrates at the
predicted size of 27 kDa (lane 1, control). Grnd protein levels are decreased
below detection level in both grnd™o/Minos and grnd™imePf mytant flies,
indicating that grnd™ ™" jg indistinguishable from a null mutant.

¢, d, Polarity is not affected in grnd™"°Minos and grnd™?f wing discs.
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rn> egr, tubGal80 ‘
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ad
NAi

- @Grnd
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grn dm."no.s‘.-'f)f j 2

g rn dm inos/Df

Transverse sections of dissected control (c) or grndMi"US/ Minos (q) wing discs
stained for Grnd (top; red), Crb (middle top; blue) and Dlg (middle bottom;
green). e-j, Wing discs dissected from third instar larvae after 40 h of Egr
expression in the rn domain. Pouch ablation, ubiquitous Wg expression and
apoptosis observed in rn>egr, Tub-Gal80" discs (e) are suppressed to various
extents upon co-expression of grnd-RNAI (f) or reduction of JNK activity

(g h) and fully suppressed in grndMi”"‘/ Minos (1) and grndMi””S/ of (j) mutant
backgrounds.
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Extended Data Figure 7 | Grnd is highly expressed in Ras"*/scrib™/~
micro-metastases. a-c, Reducing grnd levels in scrib™/~ mutant clones
prevent their elimination. Eye discs dissected 5 days AED carrying GFP-
labelled MARCM clones of the indicated genotypes stained for Grnd (middle;
red) and DAPI (right; grey). d, Reducing Grnd levels does not affect cell
viability. Eye discs dissected 5 days AED carrying GFP-labelled grnd RNAi Flip-

LETTER

out clones stained for Grnd (middle; red) and DAPI (right; grey). e-g, Invasive
brain tumours and micro-metastases display high levels of Grnd protein.
Dissected eye-brain complex (e), gut (f) and fat body (g) displaying GFP-
labelled invasive Ras"'%/scrib™’~ clones (e; green) or micro-metastases

(f, g green) stained for Grnd (red) and DAPI (blue).
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Extended Data Figure 8 | Grnd, but not Wgn, is required for Mmp1
expression both in Ras""?/scrib’ and Ras""?/Dlg RNAi tumours. a—c, Eye-
brain complexes dissected 7 days AED carrying Ras"'%/scrib~"~ (a), Ras""%/
scrib™’ ™ + grnd-RNAI (b), or Ras"%/scrib™"~ + dilp8-RNAI (c; control RNAi
to exclude a Gal4 titration effect) clones labelled b)f GFP and stained for Mmp1
(middle; red). Ras"*?/scrib™'~ and Ras"*%/scrib™’~ + dilp8-RNAI clones

grnd BRNAi GD[e”

dilp8 RNAi|C

.' _Merge
grnd RNAi GD

grnd RNAI KK

Merge

invade the ventral nerve cord (a, ¢; see white arrow). d-g, Eye-brain complexes
dissected 7 days AED carrying Ras""%/DIg-RNAi (d) or Ras"'?/DIg-RNAi +
grnd-RNAI (e, f) clones (labelled by GFP), or RasV”/Dlg—RNAi GFP-labelled
clones in a wgn-null mutant background (g) stained for Mmp1 (middle; red)
and DAPI (right; blue). Ras"’%/Dlg RNAi clones invade the ventral nerve cord
in wgn-null mutant animals (g; see white arrow).
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Extended Data Figure 9 | Egr is not required for the rn>avI RNAi-induced
neoplastic growth. a, b, Wing discs of the indicated genotypes dissected 6 days
AED and stained for Wg (green). ¢, d, Transverse sections of dissected wild-
type discs stained for Grnd (red) and either E-cad (c; in green), or aPKC (d; in
green). e, g, Transverse sections of rn>>avl RNAi wing discs dissected 5 days
AED and stained for Grnd (top, bottom; red) and either E-cad (e, middle,
bottom; green) or Crb (g, middle, bottom; green). The rn expression domain is
indicated (e, top). f, Wing discs expressing crb-intra in the rn domain (rn>crb-
intra) dissected 6 days AED and stained for Disc-large (Dlg, green) to visualize

neoplastic structures and Grnd (red). h, i, Wing discs expressing crb-intra in the
rn domain of wild-type (h) or wgn-knockout mutant (i) animals dissected 6
days AED and stained for Wg (green). j-1, Reducing grnd levels does not affect
crb-intra-mediated inhibition of Hippo signalling, which causes an
upregulation of the Yki transcriptional target Diap1. Control discs (j) or wing
discs expressing Crb-intra alone (k) or together with grnd RNAi (1) in the rn
domain were dissected from animals carrying a reporter gene for Hippo
pathway activity (Diap-GFP, green) and stained for Wg (red).

118

©2015 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved



a
Grnd
1 100-125 aa 241 aa
| ™ |
125-241 aa
125-168 aa
153-241 aa
b — 226-241 aa
- Veli binding region
Veli
1 195 aa
027 TPDZ
Grnd binding region
c
Input GST GST-Grnd
Fo P& Fo d & e &
F N B PN
37 KDa | —GSsT-Gmd
25 KDa |—GST
20KDa| — Vel
. - - (— VeliPez
10 KDa
.- —Baz"h
- . _""-Ve"LQ?
lane: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
d q}'\ <'|,°'\ éb l]}\

50 KDa -

37 KDa l' =

25 KDa - ® - -

20 KDa -

15KDa - | o, = - VVeliPZ

tokpa-

Lane:1 2 3 4 5 [Input
e GST GST-Grnd
N WP’ 2 G P
e A P PR
ot Wiyleded (Fopleded®
50 KDa - - o
37 KDa -l 8%_81 25-241
25 KDa - GST
20 KDa -
15 KDa -
[ L Veli"tz
| - — Pargm=
f0kDa.| WIS ~ i
Lane:i

2 3 45 6 7 8 9 1011 12
119

LETTER

25 um

crb” clones

25 pm

crb” clones

Grnd
hs-Fip; Veli RNAi

25 um

hs-Fip; Veli RNAi

hs-Fip; Veli RNAi

©2015 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved



LETTER

Extended Data Figure 10 | Grnd directly interacts with the PDZ domain of
Veli and neither depends on Veli nor Crb for its proper localization. a, b,
Schematic representation of Grnd and Veli (also known as Lin-7) domains and
the various truncations used to map the interface of the Grnd-Veli interaction.
L27, Lin-2/Lin-7 domain; PDZ, PSD-95/Dlg/ZO-1 domain;

TM, transmembrane domain. ¢, GST-Grnd'****! immobilized on GSH beads
was incubated with full-length Veli (Veli'™™) or the complementary Veli
fragments L27 (Veli**”) and PDZ domain (Veli"®%). The PDZ1 domain of the
polarity protein Bazooka was included in the pull-down as a specificity control
(Baz"®#"). Coomassie-blue stained SDS—polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) was used to visualize species retained on beads. Veli*- and
Veli®™? bind to Grnd (lanes 10 and 12), but not Veli"?” nor Baz"P?! (lanes 11
and 9), indicating that Grnd specifically recognizes the PDZ domain of Veli.
d, To map the interface between Grnd and Veli”%, the same binding assay was

performed using a battery of Grnd deletion mutants adsorbed on GSH beads.
Veli"? forms a complex with Grnd'?*?*! and Grnd'?*'*® (lanes 1 and 3), but
not with the carboxy-terminal region of Grnd (lanes 2 and 4) or GST alone
(lane 5, control). e, To address further the specificity of the binding of Grnd'*>
24! to the PDZ domain of Veli, we repeated the pull-down assay with the PDZ
domains of Baz and its human orthologue PAR3. Veli’®% is retained on GST-
Grnd'?*?"! beads (lane 9), while PAR3"P?2, PAR3"P%® and Baz" %! are not
(lanes 10, 11 and 12). f-g, Reducing Crb levels affects the localization of Veli,
but not Grnd. f-g, xy () or transverse (g) sections of dissected wing discs
bearing crb~/~ mutant clones (labelled by absence of GFP) stained for Grnd
(f, bottom left, g, bottom; white) or Veli (f, bottom right; red). h, Reducing Veli
levels does not affect Crb* or Grnd localization. Transverse sections of
dissected wing discs bearing clones expressing veli RN Ai (h, bottom; labelled by
the presence of GFP) stained for Grnd (top; red) and Crb (middle; blue).
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c. Conclusion

Une tumeur induite spécifiquement dans 1’ceil, entraine une accumulation de MMP1
au niveau du SNC, caractéristique du caractere invasif de la tumeur. L’inhibition de grnd en
contexte Ras’'*/scrib au sein de la tumeur supprime I’accumulation de MMP1. Grnd est
requis pour ’expression de MMP1 dans les tumeurs Ras’'*/scrib.

La génération d’une lignée UASRas""*;dilpSRNAi m’a permis d’aider 4 la finalisation
d’une figure supplémentaire de ce papier. En effet, I'inhibition de dilp§ en contexte
Ras""/scrib au sein de la tumeur n’a aucun effet sur 1’accumulation de MMP1. Ce résultat
confirme que seul gnrd agit spécifiquement sur I’accumulation de MMP1.
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VIIL. Expériences complémentaires non publiées

1. Larégulation de dilp8 par myc de fagon autonome cellulaire

Au cours de ma thése, j’ai testé plusieurs régulateurs de la croissance et étudié¢ leur
effet sur I’expression de dilpS. La surexpression de I’InR ou de la PI3K n’a pas d’effet sur
I’expression de dilp8. De fagon surprenante, une surexpression de myc aboutit a une
accumulation de Dilp8 dans la partie centrale du disque (Fig30). Cette régulation est assez
singuliere. En effet, lorsque je surexprime des activateurs de la voie JNK ou Yki, je constate
une accumulation « autonome cellulaire » de Dilp8, ainsi qu’une accumulation dans les tissus
adjacents, tels que le notum. Cette activation non autonome n’est pas présente dans le cas
d’une surexpression de myc.

De fagon surprenante, j’ai pu aussi montrer qu’inhiber Sd est suffisant pour empécher
I’accumulation de Dilp8 dépendante de myc.

Rn>Sd-RNAi;Myc
Figure 30 : La régulation de dilp8 par myc est dépendante de scalloped.
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En réalisant une expérience de surexpression de myc en contexte mutant pour Hep, j’ai
pu montrer une accumulation de Dilp8 (Fig31). Cette expérience confirme que 1’accumulation
de Dilp8 en présence d’une surexpression de myc n’est pas dépendante de JNK.

hep’>;Spalt>Myc/+

— 7
Figure 31 : Une surexpression de myc entraine une accumulation de Dilp8 indépendante
de la voie JNK.

2. Lerétrocontrdle autonome de dilp8 sur la croissance du disque n’est pas
dépendant de la voie Hippo

en>RFP + >dilp8; diapGFP

Figure 32 : Une surexpression de dilp8 dans le compartiment postérieur n’affecte pas les
niveaux d’expression du rapporteur transcriptionnel de la voie de signalisation Hippo,
diapGFP.

En contexte de ralentissement de la croissance d’un des disques imaginaux, les autres
disques arrétent temporairement leur développement pour laisser le temps au disque
endommagé¢ de rattraper son retard de croissance. Le disque dont la croissance est ralentie est
donc insensible au signal systémique, probablement 1’ecdysone, entrainant un arrét temporaire
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de la croissance. Une des hypothéses est la présence d’un rétrocontrdle de Dilp8 sur le disque
a la croissance ralentie via la voie de signalisation Hippo. Dilp8 en agissant de fagon
autonome sur le disque pourrait maintenir la croissance du disque en retard. Pour tester cette
hypothese, j’ai utilis¢é un rapporteur de la voie de signalisation Hippo, diapGFP. Une
surexpression de dilp8 dans le compartiment postérieur (Engrailed) devrait entrainer une
surexpression de diap. Aucune modification des niveaux d’expression de diapGFP n’est
visible (Fig32). Il semble que s’il existe un rétrocontrdle de dilp§ sur le disque en retard, il ne
passe pas par la voie de signalisation Hippo.

3. Dilp8 n’est pas transcriptionellement régulé par stat dans les clones
surexprimant Yki

Au cours de mes expériences, j’ai pu constater de facon surprenante que les clones se
situant a la périphérie du disque présentaient une plus forte accumulation de Dilp8 et une
activation plus forte du rapporteur transcriptionnel dilp8PF-LacZ. De récentes publications
ont montré que dilp8 peut étre régulée transcriptionnellement par la voie de signalisation
JAK/STAT en aval de JNK.

Pour tester cette hypothése, j’ai généré des clones surexprimant Yki et suivi un
rapporteur de la voie de signalisation JAK/STAT, statGFP.

Les clones surexprimant yki contiennent bien une accumulation de Dilp8 plus
importante en périphérie. Le rapporteur de la voie JAK/STAT montre une diminution de la
GFP (Fig33). Dans les clones en périphérie des disques, dilp§ n’est pas transcriptionnellement
régulé par JAK/STAT.

La différence d’accumulation de Dilp8 au sein des clones périphériques pourrait
provenir d’une différence des forces mécaniques. Les clones périphériques sont soumis a des
forces d’extension alors que les clones au centre sont soumis a des forces de compression. Ces
forces de compression sont propices a une localisation cytosolique de Yki ne favorisant pas
I’accumulation de Dilp8 au centre du disque.
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Hs-FLP;Act>CD2>
RFP,Stat-GFP/Yki

Figure 33 : La voie de signalisation JAK/STAT n’est pas activée dans les clones
surexprimant Yki.

D’aprés During Drosophila disc regeneration, JAK/STAT coordinates cell proliferation with Dilp8-mediated
developmental delay, Katsuyama, PNAS, 2015
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Conclusion générale

Mon projet de thése a permis une meilleure compréhension des mécanismes de
régulation transcriptionnelle du gene dilp8 assurant la coordination de la croissance entre
tissus et le couplage de la croissance avec I’horloge développementale. 11 est intéressant de
noter que dilp8 possede de fortes homologies de séquences avec la famille des insulines / IGF
/ relaxines. Ceci ouvre la possibilité qu’un mécanisme de synchronisation similaire existe
chez les vertébrés dans les cas ou la croissance est ralentie par une lésion tissulaire nécessitant
une réparation ou en réponse a la croissance tumorale.

Au cours de ma these, j’ai cherché principalement a caractériser les mécanismes de
régulation transcriptionnelle de dilp8 au cours du développement normal et en condition de
stress tissulaire.

Au cours du crible initial, 121 lignées ont sauvé le retard de développement induit par
une croissance néoplasique. Ces sauvetages sont dus a une réduction des niveaux
d’expression de dilp8. J’ai donc quantifié¢ par qPCR 1’expression de dilp§ dans ces conditions
de sauvetage. Cette approche m’a permis d’isoler les geénes yki et sd, deux co-régulateurs
transcriptionnels de la voie de signalisation Hippo. La voie de signalisation Hpo est conservée
au cours de I’évolution. Elle joue un rdle cl¢ dans le contrdle de la taille des organes en
couplant les parameétres biomécaniques des tissus (densité cellulaire, contraintes de tension et
de pression induites par la croissance) avec [’activité de prolifération des cellules. Le
déréglement de la voie Hpo est impliqué dans de nombreux cancers humains. Sd est le co-
facteur transcriptionnel de Yki, se liant a ’ADN. Yki est I’activateur transcriptionnel, dont la
localisation nucléaire et I’activité, sont directement contrdlées par la voie de signalisation
Hippo.

J’ai, dans un premier temps, montré qu’une surexpression de Yki capable d’induire
une surcroissance tissulaire s’accompagne d’une forte augmentation des niveaux d’expression
de dilp8. Grace a une analyse in silico, j’ai identifi¢ les sites de fixation de Sd sur le
promoteur dilp8. La validation fonctionnelle de ces sites a été réalisée a 1’aide d’expériences
de fixation a ’ADN d’une forme étiquetée de Sd («DNA pull down»), démontrant une
interaction physique directe entre le promoteur dilp8 et le complexe Yki/Sd. Des tests
d’expression ont confirmé une activation transcriptionnelle de dilp8 par Yki/Sd in vitro (essai
luciférase en cellules) et in vivo (rapporteur d’activité de type enhancer trap). Au cours de ces
tests, j’ai montré que la mutation d’un seul site de fixation de Sd au sein du promoteur suffit a
réduire I’activation du promoteur de dilp8 de fagon significative.

La régulation transcriptionnelle de dilp8 par Yki/Sd représente donc le lien potentiel
entre 1’état de croissance des tissus et la production de Dilp8. dilp8 joue un rdle clé dans le
maintien de la stabilité développementale en participant a la synchronisation de la croissance.
En effet, les animaux mutants pour dilp8 présentent une forte augmentation de la variabilité
intra et inter individuelle de la taille des organes. La stabilité développementale repose donc
sur le lien entre Hpo/Yki et Dilp8. Afin de tester cela expérimentalement, j’ai généré un
mutant dilp8 par mutagénese dirigée CRISPR/CAS9, dans lequel seuls les sites de fixation
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Sd/Yki du promoteur endogeéne dilp8 ont été mutés. Cette mutagénese dirigée m’a permis
d’obtenir une forme mutante du geéne dilp8 sans régulation transcriptionelle par la voie
Hpo/Yki. L’analyse du phénotype de cette mutation montre une forte asymétrie fluctuante
entre les ailes droite et gauche (FA) confirmant I’implication de dilp8 dans le contrdle du
bruit développemental.

Cette augmentation de la FA est une démonstration de I’importance fonctionnelle de la
régulation de dilp8 par Yki/Sd pour la détermination de la taille finale et le maintien des
proportions entre les organes (Fig34).

Disque en

p croissance
) Evaluation
, Voie de la taille |
Hippo du disque
Dilp8

Sécrétion
de Dilp8

_d

A
oep | Coordination
‘1‘ entre organes

Métamorphose

Figure 34: dilp8 est impliqué dans la coordination inter-organes et I’horloge
développementale.
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Discussion

Au cours de ma thése je me suis principalement intéressée aux relations de croissance
entre des organes pairs singuliers, les ailes de drosophile. Pour se faire, j’ai étudié le role de la
protéine Dilp8 dans le controle de la robustesse développementale et son induction dans
différentes conditions de perturbation de la croissance tissulaire.

Des résultats précédemment publiés par notre équipe et par I’équipe de M. Dominguez
montrent que 1’expression de dilp8 est fortement induite en conditions de stress telles qu’une
croissance fortement ralentie (silencing de Rpl-7), une croissance néoplasique ou durant la
régénération tissulaire. Dans ces conditions, dilp8 est contrdlé transcriptionnellement par la
voie de signalisation JNK. Le promoteur de dilp8 contient des sites AP1 (facteur de
transcription de la voie JNK) qui pourrait participer a la régulation de I’expression de dilp8
par la voie JNK. La voie JNK induit la transcription de dilp§ en réponse a différentes
conditions de stress tissulaire représentant un point de controle important et permettant la
régénération de 1’organisme avant son entrée en métamorphose. L’activation de cette voie
n’est cependant pas détectable au cours du développement normal. De plus, j’ai pu montrer
que les mutants viables pour la kinase de la voie JNK, Hep ne présentent pas d’asymétrie
fluctuante. En conséquence, il semble que la voie JNK ne controle pas la coordination de la
croissance des organes chez des animaux sains.

La régulation de 1’expression de dilp8 par la voie de signalisation Hippo coordonne la
croissance des organes et contrdle la stabilité développementale.

Au cours du développement normal, I’équipe a montré que le géne dilp8§ montre un pic
d’expression au milieu de la période de croissance larvaire, suivi d’une forte réduction au
moment de D’arrét de croissance. dilp8 a une fonction physiologique propre au cours du
développement puisqu’un mutant nul pour dilp8 présente une augmentation de 1’asymétrie
fluctuante (FA). Ceci suggere donc que l’état de maturation/croissance des tissus influe
directement sur les niveaux d’expression de dilpS§.11 était donc important d’essayer
d’identifier les différents acteurs participant a la régulation de I’activit¢ de Dilp8 et
contribuant au mécanisme de couplage de la croissance des organes. Au cours de ma these,
j’ai identifi¢ des éléments de réponse a Sd, un co-partenaire de Yorkie, sur le promoteur de
dilp8. Yorkie est I’activateur transcriptionnel de la voie de signalisation Hippo. J’ai montré
que Sd se lie au promoteur de dilp8 in vitro et in vivo. J’ai confirmé que dilp8 est régulé par la
voie Hippo et plus spécifiquement par son activateur transcriptionnel Yorkie.

Compte tenu de ces résultats, il devenait possible que le contrdle de la stabilité
développementale par dilp8 repose sur le lien entre Hpo/Yki et dilpS. Afin de tester cette
hypothese, j’ai généré un mutant dilp§ par mutagénese dirigée CRISPR/CAS9, dans lequel
seuls les sites de fixation pour Sd/Yki sur le promoteur endogene de dilp8 sont modifiés. Il
s’agit d’une forme mutante du géne dilp8 incapable de répondre a la voie Hpo/Yki. L’analyse
du phénotype de cette mutation montre une forte asymétrie fluctuante confirmant
I’implication de dilp8 dans le contr6le du bruit développemental. Cette augmentation de la FA
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confirme I’importance fonctionnelle de la régulation de dilp§ par Yki/Sd pour la
détermination de la taille finale et le maintien des proportions entre les organes.

Le tissu imaginal subit des déformations et des contraintes physiques (contraction et
étirement) qui peuvent étre analysées en direct au cours du développement. De fagon
intéressante, la voie de signalisation Hippo recoit de nombreuses informations qu’elle traduit
sous forme de croissance, telles que la polarité cellulaire, I’adhésion cellulaire, les forces
mécaniques, des facteurs solubles agissant sur des GPCRs, et le statut métabolique cellulaire
(Yu et al., 2015). Le couplage entre dilp8 et la voie de signalisation Hippo pourrait étre
impliqué dans le contrdle de la coordination de la croissance en réponse aux forces
mécaniques, couplant ces forces mécaniques avec la croissance tissulaire.

Dilp8, rétrocontrole continu ou point de contrdle ?

La coordination de la taille des organes au cours du développement peut étre expliquée
par deux modeles non exclusifs. Un premier modéle suggere que les disques pourraient étre
soumis a un point de contréle au cours du développement. Ce point de contrdle serait
primordial pour le développement des tissus imaginaux et consisterait en une évaluation de la
taille des disques avant I’entrée en pupe. En I’absence d’une taille adéquate du ou des disques,
un retard développemental se mettrait en place, modifiant la transition développementale
larve-pupe (Edgar, 2006; Poodry & Woods, 1990). Un deuxiéme modele propose qu’un
rétrocontrdle continu évaluerait tout au long du développement la taille des disques et
adapterait le taux de croissance des disques pour parvenir au moment de ’entrée en pupe a
une taille cible. Les organes pourraient, de fagon autonome, exercer un rétrocontrdle sur leurs
propres croissances tout en communiquant leur état de croissance au reste de I’organisme. De
nombreuses études suggerent que ces 2 modeles coexistent. Cependant la plupart de ces
¢tudes sont réalisées dans des conditions de fortes perturbations de croissance, il serait
intéressant de comprendre le modele prédominent au cours du développement normal.

L’équipe, en partenariat avec le Dr Lubensky, physicien théoricien a I’Université du
Michigan, tente de modéliser grace a des outils mathématiques le role de Dilp8 dans le
controle de la croissance. Par cette approche, nous tentons de comprendre les rétrocontrdles
qui s’opérent entre les différentes voies lors de la coordination de la croissance des organes.
Des résultats préliminaires du Dr Lubensky suggérent que le seul modéle du point de controle
ne suffit pas a expliquer les résultats expérimentaux observés. Les mutants pour dilp8
s’empupent prématurément avec une avance d’environ 4 heures (Colombani et al., 2012).
Cependant, la seule modélisation d’un mécanisme de point de contrdle prédit qu’une
différence de 4h sur I’entrée en pupaison est insuffisante pour justifier I’augmentation de la
FA observée dans les mutants nuls pour dilp8. Ces résultats préliminaires suggérent que dilp8
soit aussi impliqué dans un mécanisme de rétrocontrole continu. Une approche permettant de
confirmer un rdle de dilp8 dans le controle de la stabilité développementale grace a un
mécanisme de rétrocontrdle continu serait d’induire prématurément une entrée en pupe, par
exemple en surexprimant I’hormone PTTH, et d’analyser les effets sur la FA.

Approche génétique pour étudier le controle de la croissance de rattrapage par dilp8
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Au cours du développement normal et en présence d’une 1égére asymétrie, le disque
en retard pourrait accélérer temporairement son taux de croissance pour rattraper les autres
disques, selon un mécanisme de croissance de rattrapage. Dans les conditions expérimentales
telles qu'une croissance lente de type minute RNAI (inhibition de la synthese des ribosomes,
Rp-RNAI), une accélération temporaire de la croissance du disque est impossible puisqu’un
ralentissement du taux de croissance est induit artificiellement tout au long de la croissance.

Afin de tester le role potentiel de dilp8 dans la croissance de rattrapage, il faudrait
induire temporairement une 1ésion d’un des disques imaginaux. Pour ce faire, nous pourrions
tirer avantage d’un nouvel outil récemment découvert par I’équipe du Dr Hariharan (Smith-
Bolton et al., 2009). Cet outil permet d’induire une apoptose régulée temporellement et
spatialement au sein des larves de drosophile. Il serait ainsi possible d’induire une légere
manipulation de la croissance au sein d’une population de disque (par exemple les disques
d’ailes) et d’observer la croissance d’une autre population (par exemple les disques d’ceil). De
plus, une induction temporellement et spatialement réduite d’apoptose au sein d’une
population de disques dans des larves sauvages ou mutantes pour dilp8 pourrait mettre en
¢vidence une croissance de rattrapage dépendante de dilp$.

Approche optogénétique pour étudier les mécanismes de couplage de la croissance des
organes

L’étude des organes pairs est particulierement pertinente pour élucider les mécanismes
de coordination de la croissance. Les mutants nuls pour dilp§ présentent une asymétrie
bilatérale confirmant son role dans la coordination inter-organes. Cependant, le mécanisme de
coordination est actuellement méconnu. Un des moyens de mieux comprendre ce mécanisme
serait d’induire une perturbation de croissance de fagon unilatérale et observer la
compensation contralatérale.

Dans ce but, il pourrait étre intéressant d’utiliser les récentes techniques
d’optogénétique pour créer une perturbation unilatérale de la croissance des disques (Wang et
al., 2012)(Chan et al., 2015). Le but est dans ce cas d’induire une inhibition par
photoactivation des génes impliqués dans la production de ribosome (Rp-RNAi), entrainant
des défauts de croissance unilatéraux. Les disques contralatéraux pourraient étre testés pour
suivre leur capacité de coordination de la croissance au cours du temps. Le suivi de la
croissance d’un disque au cours du développement a déja été réalisé au sein de 1’équipe du Dr
Aegerter. Bien que complexe techniquement, ceci semble réalisable (Nienhaus et al., 2012).
Cette expérience permettra de confirmer ou d’infirmer la présence d’un rétrocontrole
autonome continu sur la croissance du disque. La réalisation de la méme expérience dans des
animaux mutants pour dilp8 permettra de confirmer 1’absence de coordination entre les
organes pairs chez ces animaux et la présence ou 1’absence de rétrocontrdle continu.

Une autre approche est actuellement développée au sein du laboratoire, consistant a
générer un mutant nul conditionnel pour dilp8. Deux FRT sont « flanqués » autour du locus
du dilp8 correspondant a la région située au début du premier exon et a la fin du second exon.
Grace a une flipase, les FRT peuvent étre sollicités, mobilisant cette région endogeéne codante
de dilp8 et remplacant cette région par une cassette. Grace a ce mutant, il serait possible
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d’inhiber temporellement I’expression de dilp8. Ce mutant permettrait de conclure sur la
période au cours de laquelle dilp8 est indispensable pour le maintien de la stabilité
développementale. En effet, des mécanismes de compensation de la croissance opérent durant
la période pupale (Etournay et al., 2015). Il est donc nécessaire de savoir précisément quand
s’opere la coordination des organes pour comprendre la participation des différents acteurs a
ce processus développemental.

Dilp8 contrdle les niveaux de I’ecdysone, un signal systémique impliqué dans le contrdle des
variations locales de croissance

Au cours de ma participation a la découverte du récepteur de Dilp8, Lgr3, j’ai pu
montrer que la fonction de contrdle de 1I’asymétrie bilatérale de Dilp8 passe par son récepteur
localisé dans les neurones GCL au sein du cerveau. La fonction de Dilp8 passe au moins
partiellement par sa liaison avec le récepteur Lgr3, entrainant une modification des niveaux
d’ecdysone. Dilp8 pourrait donc avoir un réle de régulateur de la croissance indirectement en
agissant sur les niveaux d’ecdysone circulant, sans effet autonome sur la croissance du disque
qui le produit. Dans le cas d’une 1ésion du disque, celui-ci doit poursuivre sa croissance alors
que les autres disques observent un ralentissement. Comment expliquer ce contrdle
différenciel joué par une hormone circulante ? Une possibilité est que le disque affecté puisse
adapter sa sensibilité a ’ecdysone en fonction de son degré de maturation et/ou croissance.
Pour vérifier cette hypothese, il pourrait étre intéressant de jouer sur les niveaux basaux
d’ecdysone. Ces variations pourraient perturber 1’évaluation des niveaux d’ecdysone par le
disque et entrainer une augmentation de la FA.

Pour identifier les molécules en aval de Lgr3 permettant la coordination de la
croissance des tissus, un crible pourrait €tre réalisé en profitant de deux systémes d’expression
tissu-spécifique indépendant, UasGal4 et LexA-Lexop. Un premier systeéme d’expression
affecterait la croissance d’une population de disque, produisant une surexpression de dilp§.
Un deuxieme systéme d’expression inhiberait un a un les récepteurs exprimés au sein d’une
deuxiéme population de disques. L’utilisation de ces deux systémes d’expression en parallele
permettrait de tester la relation entre les deux tissus et d’élucider la présence ou non d’un
récepteur a I’ecdysone contrdlant la réponse a Dilp8.

Dilp8 est-il impliqué dans un contrdle autonome de la croissance des disques imaginaux ?

La coordination de la croissance dépendante de dilp8 semble étre contrdlée par une
réponse systémique, via 1’ecdysone. Cependant, aucune expérience ne démontre actuellement
que dilp8 n’agit pas de fagon autonome sur la croissance du disque.

Dilp8 pourrait agir localement sur le disque le produisant, en se liant aux récepteurs
Lgr3 et Lgr4 (un récepteur orphelin présentant une forte similarit¢é avec Lgr3). Des
expériences préliminaires réalisées au laboratoire, a 1’aide d’une lignée Lgr3-GFP, n’ont pas
permis de mettre en évidence la présence de Lgr3 au sein des disques imaginaux (Garelli et
al., 2015). De plus, les données d’expression des genes disponibles sur Flybase suggérent que
Lgr3 et son analogue Lgr4 ne sont pas exprimés au sein des disques imaginaux (Modencode
Data Flybase). Afin de confirmer que la coordination inter-organes contrdlée par dilp8 est
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indépendante de Lgr3, il pourrait étre intéressant d’inhiber Lgr3 dans les disques imaginaux
d’ailes et de vérifier la présence ou non d’une augmentation de la FA.

Dilp8 pourrait agir de fagon autonome sur la croissance du disque via la liaison a un
autre récepteur d’affinité. Un des récepteurs candidats pourrait étre 1’InR puisque les autres
membres de la famille des Dilps ont une forte affinit¢ pour ce récepteur. Au sein du
laboratoire, quelques expériences préliminaires n’ont pas permis de montrer de liaison de
Dilp8 a I'InR (culture cellulaire-Western Blot). Cependant, une récente étude, publi¢e par
I’équipe du Dr Gontijo a montré, en utilisant un « essai de capture ligand récepteur » suivi
d’une analyse par spectrométrie de masse (LRC-Triceps), que Dilp8 est capable de se lier a
I’InR, in vitro (Frei et al., 2012)(Garelli et al., 2015). De plus, des données d’expression
(ModEncode Tissu expression Data) et de génétique confirment que le récepteur a 1’insuline
inr est exprimé et fonctionnel au sein des tissus imaginaux. L’ensemble de ces données
suggere que Dilp8 pourrait se lier & I'Inr au sein des tissus imaginaux, activant un
rétrocontrdle continu de la croissance via une voie de signalisation Inr-Dilp8.

Dilp8 est régulé transcriptionnellement par la voie de signalisation Hippo. Dilp8
pourrait étre impliqué dans un rétrocontrdle négatif sur la voie de signalisation Hippo. Pour
tester cette hypothese, j’ai tout d’abord réalisé une expérience de coculture de cellules de
drosophile (S2R+) avec un peptide synthétique Dilp8. Pour mettre en évidence un effet
autonome cellulaire de 1’ajout de Dilp8 sur la voie de signalisation Hippo, j’ai suivi la
phosphorylation de Yki. Apres réalisation d’un Western Blot avec un anticorps anti phospho-
Yki, je n’ai pas pu mettre en évidence de variations dans les niveaux de phosphorylation de
Yki.

Dans le but de confirmer ce résultat, j’ai réalis€¢ un immuno-marquage sur des disques
surexprimant dilp8 dans le compartiment postérieur du disque imaginal d’aile, et suivi
I’expression d’un rapporteur de la voie de signalisation Hippo, diapGFP (CF expériences
complémentaires). J’ai pu montrer que [’expression du rapporteur diapGFP n’est pas
modifiée par la surexpression de dilp8. Pour I’instant I’existence d’un rétrocontrdle autonome
sur la croissance du disque est a 1’état d’hypothése, des expériences complémentaires devront
étre réalisées pour exclure ou non un réle de dilp§ dans un contrdle autonome de la croissance
du disque.

J’ai réalisé une derniere expérience afin de comprendre si I’expression de dilp8 induite
par Yki pouvait agir via un rétrocontrdle négatif sur la croissance autonome du disque. Pour
se faire, j’ai surexprimé yki dans le domaine central du disque (rotund) en présence et en
I’absence de dilp8 (dilpSRNAi). En D’absence de dilp8, les disques surexprimant yki
présentent une surcroissance non contrdlée. Cette surcroissance semble étre plus importante
que dans les disques surexprimant seulement yki. Cependant, ces résultats sont & modérer. En
effet, une forte variabilité de la taille des disques est visible. Il est donc difficile de tirer une
conclusion définitive sur le réle inhibiteur de dilp§ sur la croissance autonome du disque via
un rétrocontrdle négatif.

Récemment, il a été montré que le coactivateur du récepteur de 1’ecdysone, Taiman se
lie a Yorkie. De facon intéressante, Yki ne pourrait activer la transcription de dilp8 qu’en
présence de Taiman et de I’EcR. L’ecdysone opérerait donc un rétrocontrdle sur dilp8§ par le
biais du coactivateur du récepteur de 1’ecdysone, Taiman. De nombreuses boucles de
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rétrocontrole existent donc pour permettre une canalisation du systétme de croissance des
disques imaginaux

Roéle de Dilp8 dans le couplage entre les forces mécaniques et la croissance

La croissance d’un organe repose sur une prolifération cellulaire qui génére des
contraintes physiques au sein du tissu. Plusieurs modeles proposent que 1’augmentation
progressive des forces mécaniques au coeur du champ tissulaire entraine une compression qui
conduit a I’arrét de la croissance. Comprendre comment les signaux mécaniques participent a
la détermination de la taille finale des organes est un objectif cl¢ des recherches sur la
croissance normale. Un projet de recherche auquel j’ai participé, actuellement mené en
collaboration avec I’équipe de Y. Bellaiche (Institut Curie), aborde 1’implication de Dilp8
dans le couplage de la croissance et des forces mécaniques. L’équipe de Y. Bellaiche a
développé une technologie innovante permettant de visualiser en temps réel la morphogénése
d’un épithélium, appelé le notum. En utilisant une lignée rapportant I’expression de dilp$§, il
est prévu d’analyser la corrélation entre les zones d’expression de dilp§ et les zones de stress
mécanique au cours de la morphogénése du notum. Une analyse en temps réel de la
morphogénése en contexte mutant pour dilp§ permettrait également d’observer si I’absence de
dilp8 conduit a des défauts de morphogénése semblables a ceux observés chez les adultes
mutants pour dilp§. Les liens entre 1’adhésion cellulaire, la voie Hpo/Yki et I’expression de
dilp8 seront également testés dans le contexte de la formation du notum.

Roéle de Dilp8 dans la croissance tumorale

Comprendre les mécanismes de régulation de la croissance s’avere étre un enjeu
particulierement important pour la compréhension des mécanismes de cancérisation. J’ai
montré que dilp8 est controlé par Yki, facteur transcriptionnel de la voie Hippo, une voie
fortement impliquée dans la prolifération et la survie des tissus tumoraux. Les travaux
effectués sur dilp8 montrent une forte surexpression du géne au sein des tissus tumoraux chez
la drosophile. Nos études suggerent que dilp8 pourrait bloquer de maniére systémique et/ou
périphérique la croissance des tissus sains au profit de la croissance des tumeurs, un
phénomene comparable a la cachexie observée chez les patients atteints de cancer. Dans le
but de tester ces hypothéses, je souhaiterais utiliser la transplantation de tumeurs exprimant ou
non dilp8 dans I’abdomen d’adultes hotes et tester 1’effet de ces transplantations sur le
métabolisme des tissus sains (Kwon et al., 2015; Figueroa-Clarevega and Bilder, 2015).
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