N
N

N

HAL

open science

Caractérisation du role et du mode d’action de MLF au
cours de ’hématopoieése chez la drosophile
Marion Miller

» To cite this version:

Marion Miller. Caractérisation du role et du mode d’action de MLF au cours de I’hématopoiese chez
la drosophile. Biologie du développement. Université Paul Sabatier - Toulouse III, 2015. Francais.

NNT: 2015TOU30282 . tel-01623133

HAL Id: tel-01623133
https://theses.hal.science/tel-01623133
Submitted on 25 Oct 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01623133
https://hal.archives-ouvertes.fr

THESE

En vue de I'obtention du

DOCTORAT DE L’'UNIVERSITE DE TOULOUSE

Délivré par:

Université Toulouse 3 Paul Sabatier (UT3 Paul Sabatier)

Présentée et soutenue par:
Marion MILLER
le 26 Novembre 2015

Titre:

Caractérisation du réle et du mode d'action de MLF
au cours de I'hématopoiese
chez la Drosophile

Ecole doctorale et discipline ou spécialité :
ED BSB : Biologie du développement

Unité de recherche:
Centre de Biologie du Développement, CNRS UMR 5547

Directeur/trice(s) de These:

Dr. Lucas WALTZER
Dr. Marc HAENLIN

Jury:

Pr. David CRIBBS, président
Dr. Carmen GARRIDO, rapportrice
Dr. Marie-Odile FAUVARQUE, rapportrice
Dr. Frédérique PERONNET, rapportrice
Dr. Lucas WALTZER, directeur de these
Dr. Marc HAENLIN, directeur de these




Sommaire

P AN 0] £ £ (o 3
=T 1101 01U ] [T TP o

INTRODUGCTION . ..ttt ittt e st e e e e e e e e e et e e e e e aeens 7
I. L’hématopoiése : un processus conservé de la Drosophile a I’'Homme............ 8
I.A. Les differents types de cellules sanguines et leurs fonctions....................... 8
I.LA.1. Les cellules sanguines chez les mammiferes.............c.ccovvvievnann e, 8
I.LA.2. Les cellules sanguines chez la Drosophile.............ccccooiiiinnn. 10
I.A.2.a. Les progéniteurs hématopoiétiques ou prohémocytes........... 11

ILA.2.b. Les plasmatoCytes. .. .....oovinviniieiiie e 12
[LA.2.D.1. DesCription.......c.oeovveiie i e e 12
I.LA.2.b.ii. Roéles des plasmatocytes au cours du
AEVRIOPPEMENL. ..o e e e e 13
I.LA.2.b.iii. Rdles des plasmatocytes au cours de I'immunité
(07 |1 U= P
I.LA.2.b.iiii. ROles des plasmatocytes au cours de I’immunité
NUMOTAIE. .. . e e e e e 14

ILA.2.c. Les cellules a cristauX.......cooeeeeeeieiiiiiiiiiiieaen 14

LA.2.d. Les lamelloCytes. .....co.vee i e 15

I.B. Processus de formation des cellules hématopoiétiques............................17
[.B.1. Chez 1eS mammiferes. .. .....oov it e e e e 17

1.B.2. Chez la Drosophile. ... ... 18
I.B.2.a. Dans I’embryon de Drosophile.............ccoooiiiiiii e, 18

1.B.2.b. Chez la larve de Drosophile............cooiiiiiiiiiiiiie e, 19

I.B.2.b.i. Les hémocytes circulants et résidents.................. 19

I.B.2.b.ii. La glande lymphatique........................cenenll20

I.B.2.c. Chez la Drosophile adulte...............ccooiiiiiiiiinn21

I.C. Le contrdle moléculaire de I’hématopoiese. .........cooveveiiiiiiiiiiiiiein 22
I.C.1. Controle moléculaire de I’hématopoiese chez I’embryon de

310110 o] 1 7



I.C.1.a  Specification et  différentiation  des  hémocytes
BIMIDYONNAITES. ...ttt ettt e s b e e et e st e e be e et eesbeeesbeeabeeesteesaeeanbeesreeanreens 22
I.C.1.b. Les précurseurs de la glande lymphatique........................24

I.C.2. Contréle moléculaire de I’hématopoiése larvaire chez la Drosophile....25
I.C.2.a. Controle du maintien du caractéere indifférencié des

[0100] 15T 0003 Y (P 25
I.C.2.a.i. Maintien autonome des prohémocytes de la zone

L0 10 U4 o
I.C.2.a.ii. Signaux issus des cellules du PSC.....................27

I.C.2.a.iii. Signaux issus des cellules différenciées de la zone

COMTICANE. .. e e e 2T
[.C.2.a.iiii. Signaux Systémiques...........ccoveevriieninnnenen. ... 28

00113 =T P 29
I.C.2.c. Contrdle moléculaire de la spécification des plasmatocytes....31
I.C.2.d. Contr6le moléculaire de la spécification des lamellocytes......32

I1. Les facteurs de transcription de la famille RUNX et I’hématopoiése............ 34
I1.A. Les leucémies et I’identification de RUNXL.........cooviiiiiiiiiiiiiin.34
11.B. La famille RUNX : DeSCription..........ccccivuiiiiiiiiiiiie e eiiene 20235

I1.B.1. La famille RUNX chez les mammiferes.............ccooevviiieinennnn. 35

I1.B.2. La famille RUNX chez la Drosophile............cooovviiiiii i, 36

I1.C. Les facteurs RUNX au cours de I’lhématopoiése.............c.coevevvenenn. 37
I1.C.1. Réle des facteurs de type RUNX au cours de I’hématopoieése .......... 37
I1.C.1.a. Roles de RUNX1 chez les mammiferes.......................... 37

I1.C.1.b. Réle de LZ chez la Drosophile....................cceevent el 38
I1.C.2. Mode d’action des facteurs de type RUNX au cours de

0o U0] 00 =1 P 38
I1.C.2.a. Mode d’action de RUNX1 chez les mammiferes............... 38
11.C.2.b. Mode d’action de LZ chez la Drosophile........................ 39
I1.D. Régulations post-traductionnelles de [I’activité des facteurs de type
RIUN X ettt ettt e et e e skt e e e ea bt e e e e s bbb e e e e e sbb e e e e e sbe e e e s nnbbeeeeanns 39



I1.LE.1. RUNX et pathologies chez I’lhomme................cooiiiiiiiiii e 41
I1.E.2. La Drosophile comme modeéle pour I’étude de RUNX1-ETO.............43

I11. Les facteurs Myeloid Leukemia Factor, MLE...........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiin... 45

I11.A. La famille MLF : Une famille conservée au cours de I’évolution............45
I1I.A.1. La famille MLF chez les mammiferes...................cceeviennn .45
IILA.2. MLF chez 1a Drosophile...........cooiiiiii e 45

I11.B. Réle des membres de la famille MLF dans I’hématopoiése et la

Lo o] o0 =T TS 46
[11.B.1. hMLF1 dans le développement des MDS et des LAM.................. 46
[11.B.2. MLF1 et I’hématopoiése chez les mammiferes........................... 47
[11.B.3. MLF et I’hématopoiese chez la Drosophile................cocoeveiennen, 48
[11.B.4. Conservation de MLF entre la Drosophile et ’'Homme.................. 49

I11.C. Autres fonctions des protéines MLF...........ccoiii i 50
I11.C.1. MLF et suppression de la toxicité induite par les protéines a poly-

GIULAMIENES . .o e e e e e e 50
11.C.2. MLF etcycle cellulaire...........oeeiie i, 51

I11.C.2.a. Chez les mammiféres.............ccooeeevviiiiii i ieneenn 0l
I11.D.1.b. Chez la Drosophile..........cooviiiiiiii e, 52
HL.C.3. Fonctions de MLF2.......onii e 53

IV. Les chaperons de la famille DNaJ/HSP40 ......veeeeeieiieee e, 54

IV.A Généralités sur les chaperons.............cccoeveiviiiiiiiieiiic i i e e ee e 04

IV.B Les protéines de choc thermique.............oooiiii i, 54

IV.C. Les protéines de la famille DnaJ : Description...................cceevieven. .55
IV.C.1. Le couple HSP70-DNad........couiiiniieiie i e e 56
IV.C.2 Structure et classification des protéines de la famille DnaJ.............. 56

IV.D. Les chaperons Hsp70/DnaJ et I’hématopoiese.............c.eeeeviivivennnnn.. 57
IV.E Les chaperons dans le développement de pathologies........................... 58

1V. Objectifsde montravaildethése.............cccccieiiiiiiiiiiieiiiiineinnnnn....00




Partie | : Caractérisation du role et du mode d’action de MLF au cours de

I’lhématopoiése chez la larve de Drosophile. ... 62
L A INIrOAUCTION. .o e e e i B2
LB REOSUIATLS. .. et e e e e e e e e e e 63

I.B.1. Caractérisation du r6le de MLF dans la glande lymphatique.............. 63

I.B.2. Caractérisation du role et du mode d’action de MLF dans les cellules
circulantes Chez la larve. ........ov e e 64
I.B.2.a. MLF contrdle le nombre et I’état de différenciation des cellules

a cristaux circulantes en régulant positivement le niveaude LZ.......................... 64
I.B.2.b. MLF contrble la signalisation Notch dans les cellules a

0011 2T 66
I.B.2.c Caractérisation de la fonction de MLF dans les cellules a

cristaux circulantes chez la larve : approche transcriptomique............................67

Partie Il : Etude du mode d’action de MLF et identification de ses partenaires en
culture de CelIUIES. .. ... e e e 69
TLA. INTrodUuCtioN......cee i e e e e e e e ee e een 2. 09
FEB. RASUITATS. .. cee e e e e e e e e e e e e e e e e e 69
[1.B.1. Mode d’actionde MLF...........coiii e 2.09
I1.B.1.a. MLF régule post-traductionnellement le niveau de LZ.........69

I1.B.1.b. MLF et LZ interagissent physiquement..........................71

I1.B.1.c. Mode d’action de MLF : analyse candidat.......................71

[1.B.2. DNAJL : un partenaire de MLF qui régule le niveaude LZ ..............72
I1.B.2.a. Identification des partenaires de MLF par spectrométrie de

0o E TS P 724
11.B.2.b. DNAJ1 interagit physiquement avec MLF et LZ............... 73

I1.B.2.c. DNAJ1 régule post-transcriptionnellement [I’activité et le

Y=o LU0 N 74
I1.B.3. Le chaperon HSC70-4 interagit avec LZ et régule son niveau
03 0] (=TT [ o 75
I1.B.3.a. HSC70-4 interagit avec DNAJ-1, MLFetLZ...................75

I1.B.3.b. HSC70-4 régule post-transcriptionnellement le niveau

AeXPreSSION B LZ. ... e e e e e e e e 76



Partie 111 : Caractérisation du role de DNAJ1 au cours du développement des

cellules a cristaux circulanteschez la larve. .. ... 77
YA g} € o o 10 T3 £ o) o F 77
LB, RESUIALS. .ot e e e e e e e e e, 77

[11.B.1. Etablissement d’une lignée de Drosophiles mutantes pour DnaJl......78
[11.B.2. R6le de DNAJ1 au cours de I’hématopoiese larvaire..................... 79
I11.B.2.a. DNAJ1 controle le nombre et la taille des cellules a cristaux

CITCUIANEES . .. e e e e e e e e e e e et e e e e 79
I11.B.2.b. DnalJl interagit génétiquement avec mlf au cours du

développement des cellules a cristaux circulantes.............c.ccoviiiiii i e enn .. 80

. SYNTNESE AES FESUITATS. .. . st e e e e e e e e e et eeeeeeeeeenene e e O

I1. DiScusSion et PerSPeCtIVES. .. ..ttt ettt ettt ettt ettt e 83
I1LA. Le complexe MLF/DNAJL/HSC70-4 et LZ....civviiiiiiiiii i, 83
I1.B. Fonction moléculaire de MLF : un (co)chaperon ?..........cccocveviieieinnniennn. 84
I1.C. MLF et controle du niveau de LZ..........oooiiiiiiiiie e e e 85

11.D. DNAJl et le contrble de LZ iNVIVO........c.coviviiiiiiiii i e ....86
I1.E. Mécanismes de régulation du nombre et de la taille des cellules a cristaux
Par MLF et LZ. ..o e e e O
ILE.L Lavoie INK . ... e e e e e e e 88
I1.LE.2. La prolifération et I’apoptose.........coevreeiii i e e, 88
[LE.3. Lavoie NOtCh.......cooi i a2 89
ILF. MLF : un régulateur clé de I’expression génique dans les cellules a
0] 151 = L P 0
11.G. Fonctions de DNAJL in vivo : un régulateur de I’hématopoiese et plus ? ...91

L H. CONS VAL ON . .. e e e e e e e e e e e e 92

MATERIELS ET METHODES...... ..o 94

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES...............coceeen 22,100



Résumé

L’hématopoiése est le processus développemental qui permet la formation des cellules
qui composent le sang. Au niveau moléculaire, de nombreux facteurs de transcription
permettent une régulation fine de ce processus et la dérégulation de leur activité, en affectant
la différenciation ou la prolifération des cellules sanguines, peut conduire a I’apparition
d’hémopathies telles que les leucémies. De maniere intéressante, de nombreux génes
contrélant 1I’hématopoiése sont conservés entre la Drosophile et I’hnomme. Ces derniéres
années, cet insecte a donc émergé en tant que modele pour I’étude du développement normal
et pathologique des cellules hématopoieétiques.

En tirant profit de cette conservation, mon travail de thése a visé a caractériser, chez la
Drosophile, le réle et le mode d’action des protéines de la famille « Myeloid Leukemia
Factor » (MLF). En effet, bien que le membre fondateur de cette famille soit impliqué dans le
développement de Leucémies Aiglies Myéloides chez I’homme, ces protéines restent tres peu
caractérisées. Les travaux réalisés dans I’équipe montrent que MLF contréle I’homéostasie du
systeme sanguin de la Drosophile, et qu’un aspect conserveé de la fonction des protéines MLF
est de réguler I’activité de facteurs de transcription de type RUNX dont Lozenge (LZ). Dans
ce contexte, j’ai cherché a déterminer plus précisément la fonction de MLF dans
I’hématopoiése et a comprendre comment MLF régule les facteurs RUNX.

In vivo, j’ai montré que MLF contr6le non seulement le nombre de cellules sanguines
RUNX+/LZ+ mais aussi leur différenciation en "cellules a cristaux". L’établissement par
RNAseq du transcriptome de ces cellules en contexte sauvage ou mutant pour mlf m’a permis
d’identifier de nouveaux marqueurs de ce lignage et de montrer que mif régule I’expression de
nombre d’entre eux. De plus j’ai mis en évidence que ces deux aspects de la fonction de mlf
passent par la régulation de LZ. Ainsi, bien que Iz soit nécessaire au développement des
cellules a cristaux, une diminution de son expression s’accompagne d’une augmentation du
nombre de ces cellules qui présentent alors des caractéristiques « hyper-différenciées » et une
sur-activation de la voie de signalisation Notch. Ces données mettent en exergue I’importance
de la régulation du niveau du facteur RUNX LZ par MLF au cours de I’hématopoieése.

D’autre part, en utilisant une lignée de cellules sanguines de Drosophile en culture
(cellules Kc167), j’ai pu montrer que MLF régule post-traductionnellement le niveau de LZ et
que MLF et LZ interagissent physiquement. Pour ouvrir de nouvelles pistes quant aux

mécanismes moléculaires d’action de MLF, j’ai également cherché ses partenaires par



spectrométrie de masse. J’ai ainsi identifié la protéine chaperonne DNAJ1/HSP40 et j'ai pu
mettre en évidence que ce partenaire de MLF est aussi impliqué dans la régulation de
I’activité et du niveau d'expression de LZ en culture cellulaire. J'ai ensuite généré un mutant
de ce gene chez la Drosophile par CRISPR et jai pu montrer qu'il contréle lui aussi le
développement des cellules sanguines LZ+, probablement en interaction avec MLF. Mes
résultats suggerent donc que MLF pourrait faire partie d'un complexe chaperon impliqué dans
le contréle de I’activité de LZ et dans I'hnématopoiese.



Abstract

Haematopoiesis is the developmental process responsible for the formation of all
blood cell types. At the molecular level, many transcription factors allow tight regulation of
this process and deregulation of their activity, by affecting blood cell proliferation or
differentiation, can lead to the appearance of various diseases including leukaemia.
Interestingly, many genes implicated in haematopoiesis are conserved between Drosophila
and human. Consequently, this insect has emerged as a potent model to study normal and
pathological blood cell development.

Taking advantage of this conservation, my thesis aimed at characterizing the role and
mode of action of the "Myeloid Leukemia Factor" (MLF) family in Drosophila. Indeed,
although the founding member of this family is involved in the development of Acute
Myeloid Leukaemia in humans, this family remains poorly characterized. Previous work
showed that MLF controls Drosophila blood cell homeostasis and that one conserved aspect
of MLF function is to regulate the activity of RUNX transcription factor activity, including
that of the Drosophila hematopoietic factor LOZENGE (LZ). Further to these results, | sought
to determine more precisely MLF function in haematopoiesis and its molecular mechanism of
action on RUNX factors.

In vivo, | showed that mif controls not only the number of LZ + blood cells but also
their differentiation into "crystal cells. Notably, the establishment of wild type or mlf"" LZ+
cells transcriptome by RNAseq allowed me to identify new markers for this lineage and
revealed that mlf regulates the expression of a large number of them. Interestingly, | found
that mlf controls both LZ+ cell number and their differentiation by regulating LZ level.
Indeed, although 1z is required for crystal cell development, a decrease in 1z level is associated
with increased LZ+ cell number and these cells exhibit “hyper-differentiated” phenotypes as
well as Notch signaling pathway over-activation. These data underline the crucial role of
RUNX level regulation by MLF for normal blood cell development.

In parallel, using a Drosophila blood cell line (Kc167 cells), | showed that MLF
physically interacts with LZ and post-translationally regulates its level. To open new leads
concerning the molecular mode of action of MLF, | undertook a proteomic approach to
identify its partners. Thereby, | found that the chaperon protein DNAJ1/HSP40 binds to MLF
and | demonstrated that DNAJL is also implicated in the regulation of LZ level and activity in



Kc cells. Using a CRISPR approach, | then generated a null dnajl allele in Drosophila and its
phenotypic characterization allowed me to show that DNAJ1 also controls the development of
LZ+ blood cells, probably in interaction with MLF. All together, my results suggest that MLF
could be part of a «chaperon» complex involved in controlling RUNX activity and

haematopoiesis.



Préambule

L’hématopoiese est le processus développemental qui permet la formation ainsi que le
renouvellement continu des différentes cellules qui composent le sang, sachant que dans
I’organisme humain adulte environ 10* cellules hématopoiétiques sont produites chaque jour.
Au niveau moléculaire, de nombreux facteurs de transcription permettent une régulation fine
de ce processus et la dérégulation de I’activité de ces facteurs, en affectant la différenciation
ou la prolifération des cellules sanguines, peut conduire a I’apparition de diverses pathologies
dont les leucémies. Au cours de ma thése je me suis intéressée aux proteines de la famille
« Myeloid Leukemia Factor » (MLF). En effet, bien que le membre fondateur de cette famille
soit impliqué dans le developpement de Leucémies Aiglies Myéloides (LAM) chez I’lhomme,
les fonctions et mécanismes d’action de ces protéines restent tres peu caractérisés. Les travaux
réalisés dans I’équipe montrent que MLF est requis pour le développement normal d’un des
trois types de cellules sanguines décrites chez la Drosophile, les cellules RUNX+, et qu’un
aspect conserve de la fonction des protéines MLF est de réguler I’activité des facteurs de
transcription de type RUNX.

Dans ce contexte, mes travaux de these avaient pour objectif de déterminer comment
MLF régule le développement des cellules sanguines et de mettre en évidence les mécanismes
moléculaires par lesquels MLF régule I’activité des facteurs de type RUNX en utilisant la
Drosophile comme modeéle.

Afin de caractériser le role de MLF dans le développement des cellules sanguines chez
la Drosophile j’ai d’une part poursuivi la caractérisation des phénotypes hématopoiétiques
associés a la perte de mlIf in vivo et d’autre part établi le transcriptome des cellules RUNX+
dans un contexte sauvage ou mutant pour mlf. Mes résultats montrent que mif contrdle
I’expression de nombreux marqueurs de différenciation des cellules RUNX+ ainsi que de
cibles de la voie Notch, voie qui participe a I’acquisition des caracteres morphologiques de
ces cellules. En parallele, j’ai recherché les protéines s’associant a MLF dans une lignée
cellulaire de Drosophile et ainsi identifié la protéine chaperon DNAJ1/HSP40 en tant que
partenaire de MLF également impliqué dans la régulation de I’activité d’un facteur de type
RUNX en culture cellulaire ainsi que dans le développement des cellules sanguines RUNX+

in vivo chez la Drosophile.



Dans le premier chapitre de cette introduction je décrirai donc le processus
hématopoiétique chez la Drosophile et les mammiferes. Dans ce contexte, je me suis
intéressée a la caractérisation des protéines de la famille MLF et a leur mode de régulation de
I’activité des facteurs RUNX qui sont des acteurs clés de I’hématopoiése également impliqués
dans la leucémogenése. Je décrirai donc dans un second chapitre les facteurs de transcription
de la famille RUNX, leurs fonctions au cours de I’hématopoiese ainsi que les mécanismes mis
en ceuvre pour reguler leur I’activité. Dans un troisiéme chapitre je décrirai les facteurs de la
famille MLF, leur structure ainsi que leurs fonctions. Enfin, dans un dernier chapitre, ayant
identifiée le chaperon DNAJ1 comme partenaire fonctionnel de MLF, je décrirai les protéines

de la famille DNAJ1/HSP40 ainsi que leurs fonctions au cours de I’hématopoiese.



INTRODUCTION



. L’hématopoiese : un processus conservé de la Drosophile a

I’Homme

L’hématopoiese est le processus permettant la production des différents types de
cellules qui composent le sang. Ces cellules sanguines sont formées a partir de précurseurs
pluripotents qui vont proliférer puis se différencier en cellules spécialisées. Alors que chez les
vertébrés de nombreux types cellulaires sanguins coexistent, chez Drosophila melanogaster,
il existe seulement trois types de cellules sanguines matures qui sont apparentées aux cellules
myéloides des mammiferes : les plasmatocytes, les cellules a cristaux et les lamellocytes. Au
niveau moléculaire, de nombreux facteurs de transcription et voies de signalisation contrélent
le processus hématopoiétique et la dérégulation de I’activité de ces facteurs, en affectant la
différenciation ou la prolifération des cellules sanguines, peut conduire a I’apparition de
nombreuses pathologies dont les leucémies. De maniere intéressante, les réseaux génétiques
responsables du contréle de I’hématopoiése présentent un degré important de conservation
entre la Drosophile et ’THomme. Notamment, des facteurs de transcription impliqués dans le
développement des cellules sanguines chez la Drosophile sont également impliqués dans ce
processus chez I’Homme. Les outils génétiques disponibles chez la Drosophile, la simplicité
de son systéeme hématopoiétique et la conservation des facteurs contrdlant I’hématopoiése
entre I’Homme et la Drosophile ont largement contribué a faire de cet insecte un modele de
choix pour étudier I’hématopoiése et le développement des leucémies.

Dans ce chapitre, je décrirai dans un premier temps les différents lignages
hématopoietiques et leur fonction chez les mammiferes puis chez la Drosophile. Je détaillerali
ensuite les processus de formation de ces cellules sanguines avant de terminer par décrire les
acteurs moléculaires controlant I’hématopoiése ainsi que leurs liens avec le développement

d’hémopathies malignes.

I.A. Les différents types de cellules sanguines et leurs fonctions

1.A.1. Les cellules sanquines chez les mammiféeres
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Figure 1 : Représentation schématique des différents lignages hématopoiétiques et de leur
formation chez les mammiferes.
Chez les mammiferes, les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont a I’origine de I’ensemble des
cellules hématopoiétiques. Ces cellules vont subir des étapes successives de différenciation : les CSH
vont dans un premier temps générer deux types de progéniteurs distincts : les progéniteurs myéloides
(CMP) et les progéniteurs lymphoides (CLP) qui vont dans un second temps étre a I’origine
respectivement de I’ensemble des cellules du lignage myéloide et du lignage lymphoide.

(adapté de Orkin et al., 2008)



La formation des cellules sanguines suit un modeéle classiqguement appelé modéle
pyramidal/hiérarchique dans lequel les Cellules Souches Hématopoiétiques (CSH) se trouvent
au sommet de la pyramide et vont générer des cellules de plus en plus restreintes dans leur
capacité d’auto-renouvellement et de choix de lignage (figure 1). Les CSH se caractérisent en
effet par deux propriétés fondamentales : leur capacité d’auto-renouvellement a I’infini et leur
capacité a se différencier en n’importe lequel des différents lignages sanguins. Ces cellules
sont ainsi capables de reconstituer I’intégralité du systeme hématopoiétique d’un animal
irradié aprés transplantation (Medvinsky et al., 2011) Ces cellules souches vont
progressivement restreindre leur capacité de différenciation et acquérir I’expression de
différents marqueurs de différenciation pour produire des progeniteurs intermédiaires
communs a plusieurs lignages puis des précurseurs « monopotents » et enfin des cellules
sanguines matures et fonctionnelles. Ainsi, selon le modele pyramidal de formation des
cellules sanguines, les cellules hématopoiétiques sont divisées en deux grands types de
lignages : les globules rouges, les plaquettes, les granulocytes et les macrophages qui sont
généré a partir des progeniteurs myéloides forment le lignage myéloide alors que les
lymphocytes T, B et NK (Natural Killer) qui sont générés a partir des progéniteurs
lymphoides forment le lignage lymphoide (Smith, 2003) La mise en évidence de progéniteurs
intermédiaires ayant la capacité a donner a la fois des cellules du lignage myéloide et des
cellules du lignage lymphoide remet cependant en cause ce modéle binaire (Ceredig et al.,
2009; Kawamoto et al., 2010). Ainsi, il semble que les relations entre les différents types
cellulaires sanguins soient plus complexes et flexibles que ne le laisse penser cette

représentation classique (Eaves, 2015).

Ces cellules assurent trois fonctions fondamentales (Hartenstein, 2006; Iwasaki et
Akashi, 2007; Kondo et al., 2001; Orkin, 2000) :

- Les mégacaryocytes produisent les plaquettes qui participent au maintien de
I’intégrité de I’organisme en permettant la coagulation du sang et donc la
cicatrisation. Lors d’hémorragies ou de blessures, les plaquettes s’agrégent et
liberent des facteurs permettant la formation d’un caillot sanguin.

- les globules rouges encore appelés érythrocytes ou hématies assurent le transport
des gaz respiratoires entre les poumons et les différents tissus de I’organisme. Ils
permettent donc I’oxygénation des tissus ainsi que I’élimination du dioxyde de

carbone, principal déchet produit lors de la respiration.
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Figure 2 : Les différents types d’hémocytes, leur formation et fonction chez Drosophila
melanogaster.

Chez la Drosophile, les progéniteurs hématopoiétiques ou prohémocytes se différencient en trois types
d’hémocytes. Deux sont produits en permanence : les Cellule a cristaux impliquées dans la
mélanisation et les Plasmatocytes responsables de la phagocytose et de la sécrétion (avec le corps
gras) de peptides anti-microbiens. Le troisieme type d’hémocytes, les lamellocytes ne sont produits
gu’en cas de challenge immun comme par exemple le parasitisme par la guépe Leptopilina boulardiet
permettent I’encapsulation d’objets trop gros pour étre phagocytés.Les plasmatocytes et les cellules a
cristaux participent également au phénoméne d’encapsulation.

(d’aprés Evans et al., 2003 ; Stramer et al., 2005 ; These de Joanna Krzemien).



Les globules blancs ou leucocytes sont quant a eux responsables de la défense de
I’organisme contre les agents pathogénes. Il existe 3 grands types de leucocytes :
les granulocytes, les macrophages et les lymphocytes, impliqués dans des
fonctions spécialisées responsables de I’immunité innee (granulocytes et
macrophages) ou de I’immunité adaptative (lymphocytes).

0 Les granulocytes sont subdivisés en trois catégories : les basophiles qui

interviennent lors des réactions inflammatoires et allergiques, les
neutrophiles qui sont des phagocytes et qui représentent le type sanguin le
plus abondant et enfin les éosinophiles qui initient la destruction des
parasites.

Les macrophages sont responsables de I’élimination par phagocytose des
corps apoptotiques et nécrotiques et également des bactéries et autres corps
étrangers a I’organisme. Ces cellules ont également un réle dans
I’immunité adaptative puisque suite a la phagocytose d’un pathogene elles
vont présenter un antigene a leur surface dans le but d’induire une réaction
immunitaire plus spécialisée.

Les lymphocytes sont également diviseés en trois populations distinctes : les
lymphocytes T qui sont responsables de la destruction des cellules
reconnues comme étrangeres, les lymphocytes B qui sont responsables de
la production des anticorps dirigés contre des antigenes spécifiques et les
lymphocytes Natural Killer (NK) qui agissent quant a eux de maniére
indépendante de I’expression d’antigene et qui sont impliqués dans la lyse

des cellules étrangeres a I’organisme.

On notera que ces différentes populations de cellules sanguines sont subdivisées en

sous familles encore plus spécialisées (en particulier les lymphocytes), avec un degré de

raffinement toujours plus important au fur et a mesure des nouvelles découvertes.

1.A.2. Les cellules sanguines chez la Drosophile

Chez la Drosophile la diversité des types cellulaires est beaucoup moins élevée que

chez les vertébrés puisque les précurseurs sanguins ou prohémocytes se différencient en
seulement trois types de cellules sanguines matures ou hémocytes : les plasmatocytes, les

cellules a cristaux et les lamellocytes (figure 2). De part les fonctions qu’ils assurent,

10



Figure 3 : Cycle de développement de Drosophila melanogaster.

Le stade embryonnaire dure environ 24h ; il est suivi de trois stades larvaires (L1, L2 et L3) au cours
desquels sont élaborés les ébauches des organes et tissus (disques imaginaux) ; enfin au stade pupal la
larve s’immobilise dans une cuticule rigide (nommée pupe) et effectue sa métamorphose durant
laquelle tous les tissus larvaires sont histolyses. L’adulte émerge une dizaine de jours apres la ponte.



principalement la cicatrisation et la réponse cellulaire innée aux infections, ces hémocytes
sont apparentés aux cellules myéloides des mammifeéres. Il est a noter ici que la Drosophile ne
possede pas d’équivalents aux cellules lymphoides des vertébrés et semble dépourvue
d’immunité adaptative, méme si des phénomeénes de « mémoire immunitaire » ont été decrits
(Pham et al.,, 2007). De méme, la Drosophile ne posséde pas non plus de cellules
hématopoiétiques impliquées dans le transport des gaz respiratoires, I’oxygénation des tissus
étant assurée par le systéeme trachéal.

De maniére importante, le développement de la Drosophile se divise en différents
stades (figure 3) : le stade embryonnaire, le stade larvaire (divisé en trois stades notés L1 a
L3), le stade pupal et le stade adulte. Comme je vais le détailler dans cette partie, chaque stade

posséde une composition spécifique en hémocytes.

I.A.2.a. Les progéniteurs hématopoiétiques ou prohémocytes

Les progéniteurs sanguins de la Drosophile sont appelés prohémocytes. Ce sont des
petites cellules, d’un diameétre d’environ 4 a 6 um, contenant trés peu de cytoplasme et qui
possédent de nombreux ribosomes (Evans et al., 2003; Lanot et al., 2001; Tepass et al., 1994).
Les prohémocytes vont se différencier en plasmatocytes, cellules a cristaux ou lamellocytes,
mais les étapes de maturation du progéniteur en cellule effectrice sont mal connues.

Le caractére « souche » de ces prohémocytes n’a pas pu étre mis en évidence de facon
claire. A I’heure actuelle, les études menées suggerent que la presence de cellules
hématopoiéetiques indifférenciées capables a la fois d’auto-renouvellement et de
différenciation en plusieurs types d’hémocytes (principales caractéristiques des cellules
souches) se limiterait au premier stade larvaire. En 2010, Minakhina et Steward réalisent une
analyse clonale permettant de marquer génétiquement les cellules filles d’un hémocyte pour
en suivre le devenir. Cette étude montre que des clones issus de la division d’un prohémocyte
tracé a partir du stade embryonnaire ou du premier stade larvaire sont dits « persistants » et
sont composés, au troisieme stade larvaire, aussi bien de plasmatocytes que de cellules a
cristaux. A I’inverse, a partir du second stade larvaire les hémocytes tracés ne générent plus
que des clones composés d’un seul type cellulaire (plasmatocytes ou cellules a cristaux),
suggerant qu’a ce stade ils ont déja subit une restriction de potentialité et sont donc engagés
vers un destin cellulaire particulier (Minakhina et Steward, 2010). De plus, au second et
troisieme stade larvaire, les prohémocytes n’expriment aucun des marqueurs observes dans

d’autres cellules souches de la Drosophile ni de marqueurs de division asymétrique, suggerant
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une absence de cellules souches hématopoiétiques a ce stade de développement (Krzemien et
al., 2010). Ces données suggerent donc que des cellules progénitrices multipotentes ne sont
présentes que transitoirement chez la drosophile et c’est pourquoi le terme « progéniteur » et
non « cellule souche » est employé pour désigner I’ensemble des cellules sanguines ayant
conservé un caractere indifférencié. On notera cependant que I’étude du caractére « souche »
des prohémocytes n’a été effectuée a ce jour que dans la glande lymphatique, (un des sites
d’hématopoiése chez la larve, cf ci-dessous) et il reste possible que des cellules souches soient
présentes ailleurs ou a d’autres stades du développement.

I.LA.2.b. Les plasmatocytes

I.A.2.b.i. Description

Les plasmatocytes sont retrouvés a tous les stades du développement de la Drosophile
et representent le type cellulaire sanguin majoritaire (environ 95% des hémocytes totaux). Ce
sont des cellules rondes de 8 a 10 um de diametre qui possedent une activité de phagocytose
et qui sont donc fonctionnellement apparentées aux macrophages des mammiferes. Ainsi, les
plasmatocytes sont responsables de I’élimination par phagocytose d’agents invasifs tels que
des petits pathogénes, mais aussi des corps apoptotiques et des cellules tumorales. En plus de
leur réle dans I’'immunité cellulaire, ils sont impliqués dans la cicatrisation et la production de
composants de la matrice extracellulaire et de peptides antimicrobiens (Fauvarque et
Williams, 2011; Kounatidis et Ligoxygakis, 2012).

En relation avec leurs fonctions de phagocytose et de cellules sécrétrices, les
plasmatocytes possédent dans leur cytoplasme de nombreux lysosomes et un réticulum
endoplasmique développé. Ils possedent également un réseau d’actine dynamique permettant
la formation de nombreux filopodes et lamellipodes nécessaires a leur motilité. En effet, les
plasmatocytes embryonnaires et larvaires sont des cellules trés mobiles. Ils sont dans un
premier temps capables de coloniser I’embryon (Tepass et al., 1994) et d’autre part de migrer
jusgu’a un site d’infection, de coupure (Babcock et al., 2008) ou méme vers des tumeurs
(Cordero et al., 2010; Pastor-Pareja et al., 2008). Ainsi, ils sont spécialisés dans I’immuno-
surveillance et sont souvent comparées a des patrouilleurs. Au niveau moléculaire, les
plasmatocytes embryonnaires expriment le récepteur PVR récepteur de type PDGF/VEGF
(Platelet-derived growth factor/vascular endothelial growth factor), alors que les ligands
chemoattractants sont exprimeés le long des routes de migration dans I’embryon (Brickner et

al., 2004). La migration des plasmatocytes vers les sites de coupure ferait quant a elle
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intervenir des mécanismes différents puisqu’elle serait déclenchée suite a la sécrétion d’H,0,
par les cellules endommageées et dépendrait de la voie de signalisation PI3K (Moreira et al.,
2010; Wood et al., 2006).

I.A.2.b.ii. Rbles des plasmatocytes au cours du développement

De part leur réle dans la phagocytose des corps apoptotiques et la sécrétion de
protéines de la matrice extracellulaire, les plasmatocytes jouent des roles essentiels au cours
du développement de la Drosophile. Pour commencer, au cours de I’embryogenése ils sont
responsables de I’élimination des corps apoptotiques et débris cellulaires formés lors des
différents processus développementaux et sont donc essentiel au remodelage des tissus et a la
mise en place correcte de différents organes (Bunt et al., 2010; Olofsson et Page, 2005). La
reconnaissance de ces cellules apoptotiques nécessite I’expression de deux récepteurs
localisés a la surface des plasmatocytes embryonnaires : les récepteurs Croquemort et Draper
(respectivement homologue de CD36 et LPS recognition protein chez les mammiferes) (Franc
et al., 1996; Franc et al., 1999; Kounatidis et Ligoxygakis, 2012; Manaka et al., 2004). Au
stade pupal, ils jouent également un réle fondamental dans I’élimination des cellules détruites
lors de la métamorphose (Lanot et al., 2001). Les plasmatocytes représentent également la
source principale de matrice extracellulaire recouvrant les différentes surfaces cellulaires en
contact avec I’hémolymphe. Parmi les composants de cette matrice on retrouve notamment la
Peroxidasine (Nelson et al., 1994), ou encore deux molécules de type collagene 1V, Viking
(Yasothornsrikul et al., 1997) et Cg25C (Paladi et Tepass, 2004).

I.A.2.b.iii. Rbles des plasmatocytes au cours de I’immunité cellulaire

Les plasmatocytes ont un role fondamental dans I’élimination des petits pathogenes,
bactéries ou champignons, par phagocytose. Ils sont d’ailleurs extrémement efficaces dans
cette tache puisque les larves infectées par 3000 bactéries sont capables d’en éliminer 95% en
seulement 30 minutes et ce sans I’aide des peptides antimicrobiens dont I’expression n’est
détectée que quelques heures apres I’infection (Kounatidis et Ligoxygakis, 2012). Au niveau
moléculaire, ce processus nécessite I’expression de différents récepteurs a la surface des
plasmatocytes. Parmi ces récepteurs on retrouve notamment Eater, nécessaire a la
reconnaissance et la phagocytose des bactéries (Kocks et al., 2005), ainsi que Nimrod C1,
exprimé au stade larvaire uniquement, et également impliqué dans la phagocytose des

bactéries (Kurucz et al., 2007a).
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I.A.2.b.iiii. R6les des plasmatocytes au cours de I’immunité humorale

En plus de leur role dans la réponse immunitaire cellulaire, les plasmatocytes
participent a la réponse immunitaire humorale (Lemaitre et Hoffmann, 2007) que je vais donc
brievement decrire ici. L’immunité humorale fait essentiellement intervenir le corps gras
(équivalent du foie chez les vertébrés) et va aboutir a la production de peptides
antimicrobiens. Ces peptides sont spécifiques du type de pathogéne contre lequel ils doivent
lutter (Lemaitre et al., 1997). Au niveau moléculaire, la reconnaissance de I’agent pathogéne
est effectuée par des récepteurs PRRs (pattern recognition receptor). Ces récepteurs sont
solubles ou membranaire au niveau du corps gras et des hémocytes (Wang et Ligoxygakis,
2006) et vont reconnaitre un type particulier d’agent pathogene puis déclencher une cascade
de signalisation spécifique permettant la sécrétion des peptides antimicrobiens adéquats.
Ainsi, brievement, alors que la liaison de bactéries Gram positives ou de champignons va
déclencher la voie de signalisation Toll et la synthese de Drosomycine et de Défensine, la
liaison de bactéries Gram négatives va quant a elle activer la voie de signalisation IMD
(Immune Deficiency) et la production de Diptéricines et de Cécropine. D’autres voies ont
également un rdle dans la réponse humorale notamment la voie JAK/STAT en cas d’infection
fungiques ou bactériennes (Lemaitre et Hoffmann, 2007) ou la voie de I’interférence a I’ARN
en cas d’infection virale (Kemp et Imler, 2009).

Les plasmatocytes participent a la réponse humorale a différents niveaux. D’une part,
ils sont eux-mémes capables de sécréter des peptides antimicrobiens (Cecropin Al,
Drosomycin et Diptericin). D’autre part, ils sont impliqué dans la sécrétion de la cytokine
Unpaired3 (Upd3) et du ligand Spaetzle (Spz) qui vont activer respectivement les voies de
signalisation JAK/STAT et Toll au niveau du corps gras et ainsi favoriser la sécrétion de

peptides antimicrobiens par ce dernier (Agaisse et Perrimon, 2004; Shia et al., 2009).

1.A.2.c. Les cellules a cristaux

Les cellules a cristaux sont des cellules plus grandes, d’environ 10 a 12 um de
diametre, et représentent environ 5% de la population totale en hémocytes. Elles sont
impliquées dans le phénoméne de coagulation et de cicatrisation et sont donc
fonctionnellement apparentées a des mégacaryocytes (Theopold et al., 2014). Elles doivent
leur nom aux inclusions cristallines qu’elles possédent dans leur cytoplasme et qui
contiennent les enzymes nécessaires au processus de mélanisation, un processus immunitaire

propre aux insectes et impliqué dans la cicatrisation et la défense contre les pathogénes. Lors
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d’infections ou de blessures chez la larve, une activation de la voie JNK va entrainer
I’éclatement des cellules a cristaux (Bidla et al., 2007) et la libération de ces enzymes, les
prophénoloxidases (proPO), dans I’hémolymphe. Suite a leur activation via une cascade
protéolytique impliquant des sérines protéases, les phénoloxidases vont catalyser I’oxydation
des phénols en quinones qui polymérisent pour former la mélanine. Ce pigment noir peut
alors se déposer soit prés d’une blessure pour en faciliter la cicatrisation soit autour d’un corps
étranger afin de I’isoler (Fauvarque et Williams, 2011). Il a également été proposé que la
mélanisation participe a la mort des pathogénes car certains composés intermédiaires de la
cascade conduisant a la synthese de meélanine (radicaux libres, peroxyde d’hydrogene, anions
superoxydes...) seraient cytotoxiques pour ces pathogenes. La Drosophile posséde trois genes
codants pour les prophénoloxidases : ProPO54 (Bc/CG5779), ProPO45 (mpo/CG8193) et
ProP0O59 (DoxA3/CG2952) (Irving et al., 2005). Ces 3 génes ont été récemment renommeés
PPO1, PPO2 et PPO3, respectivement et PPO1 et PPO2, qui sont exprimés par les cellules a
cristaux, participent a la survie des Drosophiles a certaines infections microbiennes (Binggeli
etal., 2014).

Il est également & noter que I’activation des Prophénoloxidases et donc de la
mélanisation des cellules a cristaux peut étre artificiellement déclenchée par chauffage de la
larve permettant de visualiser simplement ces cellules a travers la cuticule. Enfin, si chez la
larve et I’adulte les cellules a cristaux participent a la réponse immunitaire ainsi qu’a la

cicatrisation, chez I’embryon, ou elles sont déja présentes, leur fonction reste inconnue.

I.A.2.d. Les lamellocytes

Les lamellocytes sont de grandes cellules aplaties (40 a 50 wm de diametre) qui
permettent I’encapsulation d’objets trop gros pour étre phagocytés par les plasmatocytes
(figure 3C). lls ne sont produits qu’au cours du développement larvaire dans des conditions
spécifiques de challenge immun comme par exemple lors du parasitisme par I’ceuf de la guépe
Leptopilina boulardi, un hyménoptere endoparasitoide qui pond ses ceufs a I’intérieur des
larves de Drosophiles (Lanot et al., 2001). Bien qu’environ 50 espéces d’hyménopteres soient
capables de parasiter la Drosophile (Carton et al., 1986), le parasitisme par la guépe L.
boulardi est a I’heure actuelle I’exemple de parasitisme le mieux caractérisé. Ainsi, en cas de
parasitisme, la présence de I’ceuf de guépe va déclencher une réponse immunitaire complexe
faisant appel aux trois types d’hémocytes : les plasmatocytes vont permettre la reconnaissance

du parasite et la différenciation des lamellocytes, les lamellocytes isolent I’ceuf en formant,
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Leptopilina boulardi

Figure 4 : Encapsulation et mélanisation de I’ceuf de guépe.

Lorsque la larve de Drosophile est infectée par un ceuf de guépe Leptopilina boulardi (A, Fléche
blanche), I’ceuf est entouré de lamellocytes puis mélanisé et la capsule persiste au cours de la vie
adulte (B, fleche noire). Lorsque la Drosophile est incapable de mettre en place cette réaction de
défense, I’ceuf de guépe se développe au détriment de la larve de Drosophile, et une guépe adulte
émerge (C).



autour de lui, une capsule composée de couches de cellules successives et enfin les cellules a
cristaux participent a la mélanisation de la capsule. Il est a noter que les lamellocytes
expriment également la prophénoloxidase PPO3 (Fauvarque et Williams, 2011) mais ne
semblent pas participer a la mélanisation de la capsule puisqu’elle est aboli dans un double
mutant PPO1/PPO2 (Binggeli et al., 2014). Cette capsule entraine ainsi I’isolement du
parasite puis sa mort probablement par asphyxie et/ou suite aux effets cytotoxiques des
radicaux libres produit lors de la cascade de mélanisation (Meister, 2004; Vass et Nappi,
2000). Dans les cas ou la larve est en incapacité de se défendre contre le parasite celui-ci se
développe au détriment de la larve et une guépe adulte émerge de la pupe (figure 4). Au
niveau moléculaire, les lamellocytes expriment des molécules d’adhésions telles que I’a-
intégrine a-PS4 et LICAM (Atila), molécules cruciales pour I’encapsulation correcte de I’ceuf
(Kounatidis et Ligoxygakis, 2012).

Il est également a noter que I’infection par un parasite n’est pas la seule condition
responsable de la production de lamellocytes. En effet, des mutations altérant le
développement des cellules hématopoiétiques ou le fonctionnement des tissus
immunocompétents comme le corps gras sont connues pour déclencher une réponse
immunitaire aberrante (Dearolf, 1998). Celle-ci se caractérise par une hyper-prolifération des
hémocytes, une différenciation de lamellocytes et la formation de « masses mélanotiques »
(aussi appelées tumeurs mélanotiques ou pseudo-tumeurs) apparentées aux capsules
melanotiques mais produites en absence d’infection. Parmi les mutations décrites on retrouve
notamment les mutations activatrices de la voie Toll (Qiu et al.,, 1998) ou de la voie
JAK/STAT (Hou et al., 2002; Luo et al., 1995). De maniére intéressante, la présence de
tumeurs mélanotiques a également permis I’identification de nombreux genes impliqués dans

le contrdle de I’hématopoiése chez la Drosophile (Avet-Rochex et al., 2010).

Pour terminer, il est également important de noter ici qu’il semble que la diversité des
hémocytes soit plus complexe que ce qui est actuellement décrit. En effet, certains facteurs
notamment le facteur de coagulation Hémolectine (Hml) (Goto et al., 2001) et la protéine
membranaire Hemese (He)(Kurucz et al., 2003) sont exprimés a la fois par des plasmatocytes
et des cellules a cristaux mais I’ensemble des hémocytes ne les expriment pas. L’absence de
marqueurs spécifiques de ces populations ou de tests fonctionnels ne permet cependant pas, a
I’heure actuelle, de les définir en tant que sous-types d’hémocytes. Parallélement, le peu de
marqueurs dont nous disposons n’offre pas la possibilité de définir les (éventuels) stades de
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Figure 5 : Mise en place de I’hématopoiese chez la souris.

(A) L’hématopoiese débute dans le sac vitellin, puis prend place dans la région de I’AGM (Aorte-
Gonade-Mésonephros), le placenta et le foie feetal. (B) Différents types de cellules sanguines sont
produites dans chaque compartiment hématopoiétique. CE : Cellules Endothéliales ; CSR : Cellules
Sanguines Rouge ; LT-CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques a Long Terme ; CT-CSH : Cellules
Souches Hématopoiétiques a Court Terme ; PCM : Progéniteur Commun Myéloide ; PCL :
Progéniteur Commun Lymphoide ; PME : Progéniteur Mégacaryocyte/Erythroide ; PMG : Progéniteur
Macrophage/Granulocyte. (C) Les différents sites hématopoiétique au cours du temps chez la souris.
(D’apres Orkin et al., 2008)



maturation des cellules sanguines de Drosophile avec autant de finesse que chez les

mammiferes.

I.B. Processus de formation des cellules hématopoiétiques

1.B.1. Chez les mammiféres

Chez les mammiferes (et plus largement chez les vertébrés) deux vagues
hématopoiétiques successives appelées respectivement hématopoiese primitive et
hématopoiese définitive sont a I’origine de la production des différents types cellulaires qui
composent le sang.

La premiére vague hématopoiétique a lieu au cours de la vie feetale, aux alentours de
7,5 jours de développement chez la souris (figure 5). Les premieres cellules hématopoiétiques
apparaissent dans le mésoderme extra-embryonnaire du sac vitellin et sont principalement a
I’origine de macrophages et de cellules érythrocytaires primitives permettant une oxygénation
maximale des tissus pendant la croissance de I’embryon (Orkin et Zon, 2008; Traver et Zon,
2002).

La seconde vague hématopoiétique genére quant a elle les CSH définitives qui, de part
leur capacité d’auto-renouvellement a I’infini et de différenciation en n’importe lequel des
lignages sanguins, servent de réservoir pour la production quotidienne de I’ensemble des
cellules hématopoiétiques d’un individu tout au long de sa vie. Ces cellules émergent au cours
du développement embryonnaire, a partir des 9,5 jours de développement chez la souris, dans
le placenta et la région Aorte-Gonade-Mesonephros (AGM) avant de coloniser les différents
sites hématopoiétiques : le foie feetal, le thymus et la rate, ou elles vont se multiplier et se
différencier. A la fin de la vie feetale, les CSH migrent vers la moelle osseuse, principal site
hématopoiétique post-natal (Traver et Zon, 2002), ou elles résident dans un
microenvironnement particulier appelé « la niche hématopoiétique ». Ce concept de niche a
été proposé en 1978 suite a I’observation de I’incapacité de la rate a maintenir les cellules
souches hématopoiétiques aussi bien que la moelle osseuse qui devait donc produire des
facteurs essentiels aux maintien du caractére « souche » (Schofield, 1978). Dans la moelle
osseuse, la niche est composée d’au moins quatre types cellulaires différents : les ostéoblastes
(niche endostéale), les cellules vasculaires (niche vasculaire), les cellules souches

mésenchymateuses et les cellules de Schwann (cellules gliales du systeme nerveux
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Figure 6 : L’hématopoiese embryonnaire chez la Drosophile.

(A) Au stade embryonnaire, deux régions au sein du mésoderme vont par la suite devenir des tissus
hématopoiétiques : le mésoderme procéphalique qui va genérer les plasmatocytes et les cellules a
cristaux au cours de I’hématopoiése embryonnaire, et le mésoderme cardiogénique a partir duquel va
se former la glande lymphatique et le tube cardiaque. (B) Visualisation du territoire d’apparition des
prohémocytes au stade 5 par hybridation in situ dirigée contre gcm. (C, E) marquage des
plasmatocytes au stades 11 (C) et 17 (E) grace au marqueur pxn. (D, F) marquage des cellules a
cristaux grace au marqueur PO45 au stades 11 (D) et 17 (F) (Adapté de la these a L. Batailleé 2005)
(G) Représentation schématique de I’hématopoiése embryonnaire. Au stade 5, les prohémocytes sont
formés au niveau du meésoderme procéphalique (he, en vert) ; au stade 11, les plasmatocytes
commencent a migrer (en gris) et les cellules a cristaux (ccp) se différencient dans la région antérieure
(en rouge). Au stade 17, les plasmatocytes ont colonisés tout I’embryon tandis que les cellules a
cristaux restent localisées au niveau du proventricule (pv). Les précurseurs de la glande lymphatique
(Ig, en bleu) sont issus du mésoderme cardiogenique au stade 5 puis migrent dorsalement. En fin
d’embryogenése, la glande lymphatique est située au niveau du vaisseau dorsal (dv) (D’apres
Lebestky et al., 2000).



périphérique). Cet environnement représente ainsi une structure d’adhésion qui fournit aux
CSH les signaux (cytokines, facteurs de croissance, hormones, molécules d’adhésion...)
essentiels au maintien de leur capacité d’auto-renouvellement et de différenciation en
n’importe lequel des types cellulaires sanguins, permettant ainsi le maintien de I’homéostasie

du systeme hématopoiétique (Wilson et al., 2009).

1.B.2. Chez la Drosophile

Chez la Drosophile tout comme chez les mammiferes, deux vagues hématopoiétiques
se succedent, la vague embryonnaire et la vague larvaire, pour permettre la production des
cellules qui composent le sang appelé ici hémolymphe. En effet, la Drosophile n’a pas de
vaisseaux sanguins (a I’exception du cceur/vaisseau dorsal, qui est un vaisseau ouvert aux
deux extrémités) et son systéme circulatoire est un systéme ouvert : I’némolymphe circule
librement entre les cellules. Aux stades larvaire et adulte, les contractions du vaisseau dorsal

ainsi que les mouvements de I’animal permettent le flux de I’hémolymphe.

1.B.2.a. Dans I’embryon de Drosophile

Dans I’embryon, deux segments mésodermiques sont a I’origine des progeéniteurs
hématopoiétiques : le mésoderme cardiogénique et le mésoderme procéphalique. Dans le
mésoderme cardiogénique thoracique, des cellules vont donner naissance a la fois aux
précurseurs du tube cardiaque et de la glande lymphatique, organe hématopoiétique larvaire
sur lequel je reviendrai au paragraphe suivant. En effet, bien que cet organe soit spécifié
pendant I’embryogenese, les processus de différenciation en cellules sanguines matures ne
débutent qu’au cours de la vie larvaire. Il est également intéressant de noter ici que I’existence
d’un progéniteur commun entre les cellules hématopoiétiques et vasculaires (hémangioblaste)
a également été mis en évidence chez les vertébrés (Eilken et al., 2009; Lancrin et al., 2009).

Concernant le mésoderme procéphalique il est quant a lui, a I’origine des progéniteurs
hématopoiétiques embryonnaires, environ 80, qui vont proliférer puis se différencier soit en
plasmatocytes soit en cellules a cristaux (Tepass et al., 1994) (figure 6). Les plasmatocytes,
environ 700, vont migrer et coloniser tout I’embryon alors que les cellules a cristaux, une
trentaine environ, restent regroupées en deux paquets situés de part et d’autre du proventricule
jusqu’a leur dispersion a la fin de I’embryogénese (Lebestky et al., 2000). Ces hémocytes
« embryonnaires » perdurent dans I’hemocel de la larve, ou on en compte de 2500 a 5000 au
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Figure 7 : Les cellules sanguines chez la larve de Drosophile.

(A) Vue latérale d’une larve L3. L’expression de la GFP dans les cellules sanguines (pxn-GAL4,UAS-
GFP) permet de distinguer la glande lymphatique (étoile), des hémocytes circulants dispersés ou
s’accumulant dans les ilots sessiles (S: « lateral stripes », P: « lateral patches ») (d’aprés Makhijani et
a., 2011). (B) Représentation schématique du systéme hématopoiétique d’une larve L3. Les cellules
sanguines d’origine embryonnaire, circulantes ou attachés au ilots sessiles, sont représentées en rouge.
La glande lymphatique est représentée en bleue (d’aprés Makhijani & Bruckner, 2012).



troisieme stade larvaire (Lanot et al., 2001). En plus d’une augmentation du nombre des
hémocytes dérivés de I’embryon, le passage au stade larvaire s’accompagne de modifications
de I’expression de certains marqueurs de différenciation ; par exemple singed ou glial cell
missing cessent de s’exprimer (Avet-Rochex et al., 2010) alors que hml et hemese sont activés
(Kurucz et al., 2007b; Kurucz et al., 2003). De maniere intéressante, il semble aussi qu’une
infime proportion de ces hémocytes n’exprime aucun des marqueurs de différenciation connus
des plasmatocytes ou des cellules a cristaux et pourrait donc avoir conservé un caractére de
progéniteur au stade larvaire (Sinenko et al., 2010). Enfin, des plasmatocytes d’origine

embryonnaire sont également retrouvés au stade adulte (Holz et al., 2003).

1.B.2.b. Chez la larve de Drosophile

Chez la larve (comme chez la pupe) la population d’hémocytes est composée d’un
mélange d’hémocytes d’origine embryonnaire et d’origine larvaire. Les hémocytes d’origine
embryonnaire (i.e. dérivés du mésoderme procéphalique) sont retrouvés soit en circulation
dans I’hémolymphe soit attachés a I’épiderme ou ils forment alors des structures appelées ilots
sessiles. Les hémocytes d’origine larvaire (i.e. dérivés du mésoderme thoracique) sont quant a
eux regroupes au sein d’un organe spécialisé : la glande lymphatique (Crozatier et Vincent,
2011; Jung et al., 2005; Lanot et al., 2001) (figure 7).

I.B.2.b.i. Les hémocytes circulants et résidents

Les hémocytes retrouvés en circulation ont la capacité de se regrouper pour former des
structures particuliéres appelées « ilots sessiles ». Ces groupes d’hémocytes, plasmatocytes et
cellules a cristaux, sont retrouvés principalement attachés a I’épiderme selon une distribution
stéréotypée suivant chacun des segments abdominaux de la larve (Kurucz et al., 2007b; Lanot
et al., 2001; Makhijani et al., 2011), et aussi, dans des proportions plus restreintes, associés a
certains disques imaginaux ou a I’intestin (Kelsey et al., 2012; Zaidman-Rémy et al., 2012).
Ces hémocytes ont la capacité de quitter puis de réintégrer les ilots sessiles permettant ainsi
un échange entre les hémocytes en circulation dans I’hémolymphe et ceux résidents dans les
ilots sessiles (Babcock et al., 2008; Welman et al., 2010). Une simple perturbation mécanique
permet d’ailleurs de faire entrer ces hémocytes en circulation (Makhijani et al., 2011). Il a
récemment été démontré que le récepteur transmembranaire Eater est impliqué dans
I’adhésion des hémocytes et est requis dans les plasmatocytes de maniére cellulaire autonome

pour la formation des Tlots sessiles sub-épidermiques. En effet, en sont absence ni les

19



Figure 8 : La glande lymphatique, formation et morphologie au troisiéme stade larvaire.

(A) Représentation schématique du développement de la glande lymphatique. T1-T3, segments
thoraciques; dv, vaisseau dorsal; cb, cardioblastes; 1g,, lobes primaires de la glande lymphatique;
19..ciert» 10DES Secondaires / tertiaires de la glande lymphatique; pc, cellules pericardiales, (adapté de
Mandal et al., 2007). (B) Image confocale d’une glande lymphatique ou la zone médullaire (ZM) est
marquée en rouge (dome-lacZ), la zone corticale (ZC) est marquée en vert (anti-P1/NimC1), et le
centre de signalisation postérieur (PSC) est marqué en bleu (anti-Collier). La limite des lobes
primaires est marquée par une ligne en pointillée blanche et celle des lobes secondaires par une ligne
pointillée bleue (d’aprés Benmimoun B., Thése 2014).



plasmatocytes ni les cellules a cristaux ne forment ces structures (Bretscher et al., 2015). De
plus, au sein des ilots sessiles, les hémocytes sont en lien étroit avec le systéme nerveux
périphérique qui représenterait un microenvironnement attractif et favorable a la survie et a la
prolifération des plasmatocytes (Makhijani et al., 2011). Cette observation rappelle le concept
de niche hématopoiétique chez les mammiferes, niche qui contient également des cellules du
systeme nerveux périphérique.

D’autre part, une étude récente montre que, dans les ilots sessiles, les plasmatocytes
ont la capacité de se transdifférencier en cellules a cristaux (Leitdo et Sucena, 2015). Cette
observation est a rapprocher de celle de Markus et al. (2009) qui ont montré qu’en réponse a
une infection par L. boulardi, les hémocytes des ilots sessiles entrent en circulation et se
différencient en lamellocytes. La encore, plusieurs études indiquent que les lamellocytes
seraient issus de la transdifférentiation de plasmatocytes (Avet-Rochex et al., 2010; Honti et
al., 2010; Markus et al., 2009; Stofanko et al., 2010). Ainsi, des plasmatocytes d’origine
embryonnaire capables de phagocytose sont non seulement capables de proliférer mais aussi
de se (trans)différencier dans les deux autres types d’hémocytes de la Drosophile. Il est
également & noter, qu’alors que la glande lymphatique ne libére son contenu qu’a la
métamorphose, la quantité d’hémocytes circulants/résidents augmente nettement entre le
premier et le troisieme stade larvaire (Lanot et al., 2001; Makhijani et al., 2011). Ainsi, bien
que cette augmentation puisse reposer sur des capacités d’auto-renouvellement des
plasmatocytes différenciés (Makhijani et al., 2011), la présence d’hémocytes circulants
n’exprimant aucun des marqueurs de différenciation connus (Sinenko et al., 2010) laisse
ouverte la possibilite qu’ils contribuent eux aussi a cette augmentation et qu’une vague

hématopoiétique active ait lieu en circulation et/ou dans les ilots sessiles.

I.B.2.h.ii. La glande lymphatique

La glande lymphatique est formée pendant I’embryogenése & partir du mésoderme
cardiogénique (Holz et al., 2003) (figure 6A et Figure 8A). Au stade 11, les précurseurs de la
glande lymphatique sont répartis en trois groupes de cellules présentes au niveau des
segments thoraciques T1, T2 et T3. Au stade 13 de I’embryogenese, ces cellules vont migrer
dorsalement et fusionner pour former le primordium de la glande lymphatique. A la fin de
I’embryogenése, la glande lymphatique est composé d’une paire de lobes, appelés lobes
primaires, localisés le long du tube cardiaque et composés d’une vingtaine de prohémocytes
chacun (Crozatier et al., 2004; Mandal et al., 2007). Pendant les deux premiers stades
larvaires, les cellules de ces lobes primaires proliférent (de 20 cellules par lobe en fin
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d’embryogenése a environ 5000 au troisieme stade larvaire) et plusieurs paires de lobes
secondaires sont formées postérieurement. Les progéniteurs hématopoiétiques des lobes
primaires de la glande lymphatique entrent en quiescence proliférative et commencent a se
différencier au début du troisieme stade larvaire (Krzemien et al., 2010). Ainsi, a ce stade,
alors que les lobes secondaires contiennent presque uniquement des progeéniteurs
hématopoiétiques qui proliféerent encore, les lobes primaires présentent une organisation en
trois zones (figure 8B) : la zone medullaire qui contient les prohémocytes, la zone corticale
qui contient les hémocytes différenciés issus de la zone medullaire et le « PSC » pour
« Posterior Signaling Center » (Jung et al., 2005). Ce dernier participe au maintien de I’état
indifférencié des prohémocytes (Krzemien et al., 2007; Mandal et al., 2007) et est également
impliqué dans la réponse au parasitisme (Crozatier et al., 2004; Krzemien et al., 2007;
Sinenko et al., 2012). Chez des larves saines, les différents lobes de la glande lymphatique
sont entourés d’une couche de matrice extracellulaire et ne liberent leur contenu dans la
circulation gu’a la metamorphose (Lanot et al., 2001).

En réponse a certains challenges immuns tels que I’infection de la larve par L.
boulardi, les prohémocytes des lobes primaires et secondaires vont se différencier
prématurément et massivement en lamellocytes avant d’étre relargués en circulation
(Krzemien et al., 2010; Lanot et al., 2001). Il a éte démontré que cette capacité de réponse au
parasitisme requiert le PSC puisqu’en son absence aucun lamellocytes n’est formé (Crozatier
et al., 2004; Krzemien et al., 2007). Plus récemment il a été proposé que le PSC agisse comme
un senseur du stress oxydatif produit en contexte d’infection et comme source de signal

induisant la différenciation des lamellocytes en circulation (Sinenko et al., 2012).

1.B.2.c. Chez la Drosophile adulte

Les hémocytes présents chez I’adulte sont issus a la fois de la vague embryonnaire et
de la vague larvaire (Holz et al., 2003). Jusqu’a récemment, on considérait que la population
d’hémocytes adulte était composée uniquement de plasmatocytes différenciés, exprimant le
marqueur Nimrod C1, capables de produire des peptides antimicrobiens, de phagocyter des
bactéries (Elrod-Erickson et al., 2000; Lanot et al., 2001) et dont le nombre décline au cours
de la vie adulte (Mackenzie et al., 2011). Cependant, ce modele a été écorné par
I’identification d’au moins deux sous populations de macrophages aux fonctions
potentiellement différentes (Clark et al., 2011) et & la mise en évidence de cellules a cristaux
(Honti et al., 2014) chez I’adulte. De plus, une étude récente suggere qu’un processus
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hématopoiétique actif a lieu au niveau de groupes de cellules sanguines localisés a proximité
du cceur dans les segments abdominaux Al a A4 des Drosophiles adultes (Ghosh et al., 2015).
Ces clusters contiennent des hémocytes embryonnaires et larvaires (plasmatocytes et cellules
a cristaux) mais aussi des progéniteurs hématopoiétiques qui seraient issus des lobes les plus
postérieurs de la glande lymphatique. De facon intéressante, les auteurs ont pu observer
I’apparition de cellules différenciées (plasmatocytes capables de phagocytose et cellules a
cristaux) au cours de la vie adulte et ils ont mis en évidence qu’une fraction au moins des
hémocytes adultes est capable de proliférer en réponse a une infection bactérienne (alors

qu’ils sont normalement tous quiescents).

1.C. Le contrble moléculaire de I’hématopoiese

Les travaux réalisés sur des cellules sanguines en culture ou dans des organismes
modeles comme la souris, le poisson zebre et plus récemment la Drosophile ont permis
d’identifier de nombreux facteurs de transcription (GATA, RUNX...) et voies de signalisation
(Notch, JAK/STAT...) qui controlent différents aspects du développement des cellules
sanguines, tels que la spécification des progéniteurs sanguins, leur prolifération ou leur
différentiation. De facon remarquable, ces travaux ont mis en évidence une conservation
importante des génes régulant I’hématopoiése de la Drosophile a I’Homme (Hartenstein,
2006; Martinez-Agosto et al., 2007). Je décrirai ici les principaux acteurs impliques dans le
contréle de I’hématopoiese de la Drosophile chez I’embryon puis chez la larve en insistant sur

certains paralleles qui peuvent étre dressés avec les mammiféres.

1.C.1. Controle moléculaire de I’hématopoiése chez I’embryon de

Drosophile

I.C.1.a Spécification et différentiation des hémocytes

embryonnaires

Chez I’embryon de Drosophile la population de progéniteurs hématopoiétiques ou
prohémocytes est déterminée deés le stade blastoderme et se caractérise par I’expression, au
sein du mésoderme antérieur, du facteur de transcription de type GATA Serpent (SRP)
(Rehorn et al., 1996; Waltzer et al., 2010). L’expression de SRP est nécessaire a la
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Figure 9 : Contrdle moléculaire de I’hématopoiése embryonnaire chez la Drosophile.

(A) srp est exprimé dans les prohémocytes et son expression est maintenue dans les hémocytes
différenciés. gcm est nécessaire a la différenciation des plasmatocytes tandis que Iz est requis pour la
différenciation des cellules a cristaux. (B) Représentation schématique du destin cellulaire durant
I’embryogenése. Initialement tous les prohémocytes expriment gcm mais pas lz. La transcription de
gcm est ensuite éteinte et celle de Iz activée uniquement dans la premiere rangée de prohémocytes,
tandis que les autres se différencient en plasmatocytes. 60% des cellules maintiennent I’expression de
Iz grace a une boucle d’auto-activation et se différencient en cellules a cristaux ; dans les 40% restant
la présence résiduelle de Gem interfere avec I’expression de Iz et induit la différenciation de ces
cellules en plasmatocytes (D’apres Bataillé et al., 2005).



spécification des hémocytes embryonnaires et maintenue dans I’ensemble des cellules
sanguines matures aux différents stades de développement de la Drosophile, ce facteur est
d’ailleurs dit « panhémocytaire » (Figure 9A). En condition de perte de fonction pour srp des
prohémocytes apparaissent en nombres restreints dans I’embryon puis disparaissent
rapidement sans qu’il y ait différenciation de plasmatocytes ou de cellules a cristaux
(Lebestky et al., 2000; Rehorn et al., 1996). Chez les mammiferes trois des six facteurs de
transcription de type GATA (GATA-1, -2 et -3) sont impliqués a différentes étapes du
processus hématopoiétique de I’émergence des cellules souches hématopoiétiques a leur
différenciation en divers lignages (Orkin et al., 1998). GATA-2 contrble la prolifération et la
survie des CSH (Shimizu et Yamamoto, 2005) alors que GATA-1 intervient dans la
différenciation des érythrocytes, des mégacaryocytes et des éosinophiles (Tsang et al., 1998)
et GATA-3 dans la différenciation des lymphocytes T (Kurata et al., 2003; Zhou et Ouyang,
2003). Chez la Drosophile il existe cing facteurs GATA et seuls deux, SRP et Panier (PNR),
sur lequel je reviendrai plus tard, sont connus pour participer a I’hématopoiése. De par ses
fonctions dans la spécification des progéniteurs sanguins, SRP se rapproche
fonctionnellement de GATA-2, mais comme GATA-1 et -3 il participe aussi a la
différentiation des lignages sanguins et joue donc un r6le prééminent au cours de
I’hématopoiése chez la Drosophile.

Si on ne connait pas les facteurs qui contrélent I’amplification des progéniteurs
hématopoiétiques embryonnaires, les mécanismes moléculaires régulant leur choix de destin
et leur différentiation ont été assez bien décrits. Les progéniteurs hématopoiétiques
embryonnaires sont bipotents : ils peuvent se différencier aussi bien en plasmatocytes qu’en
cellules a cristaux et la ségrégation entre ces deux lignages repose sur une balance entre les
facteurs de transcription de type GATA, RUNX et GCM. Alors que la différenciation des
plasmatocytes dépend des facteurs Glial Cell Missing (GCM) et GCM2, celle des cellules a
cristaux nécessite le facteur de transcription de type RUNX, Lozenge (LZ) (Alfonso et Jones,
2002; Bataillé et al., 2005; Fossett et al., 2003; Lebestky et al., 2000; Waltzer et al., 2002;
Waltzer et al., 2003). Chez les mammiferes, a I’heure actuelle il n’y a pas de réle connu de
GcmA ou de GemB (homologues de GCM1 et GCM2) dans I’hématopoiése alors qu’a
I’inverse, les trois génes de la famille RUNX, sur lesquels je reviendrai au chapitre I,
participent a une ou plusieurs étapes du processus hématopoietique (Blyth et al., 2005).

L’expression de gcm et gcm2 est détectée des le stade 5 de I’embryogenese (stade
blastoderme) dans I’ensemble des prohémocytes exprimant SRP puis est restreinte aux

plasmatocytes (Bataillé et al., 2005). Les progeniteurs des cellules a cristaux sont détectés au
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stade 7 lorsque les prohémocytes les plus antérieurs dans le mésoderme cessent d’exprimer
gcm et gcm2 et commencent a exprimer lIz. Parmi ces progéniteurs, environ 60% vont
maintenir I’expression de Iz grace a une boucle de rétrocontréle positif et se différencier en
cellules a cristaux. La présence résiduelle de GCM dans les autres progéniteurs (40%) va
inhiber I’expression de 1z et permettre leur différenciation en plasmatocytes (Bataillé et al.,
2005) (Figure 9B).

Un autre régulateur du choix de lignage est le géne u-shaped (ush), un membre de la
famille Friend Of GATA (FOG), qui est également exprimés dans les progéniteurs sanguins
des le stade 8 et est maintenu dans les plasmatocytes (Muratoglu et al., 2007). Les facteurs
FOG agissent spécifiguement comme régulateurs (co-activateurs ou co-répresseurs
transcriptionnel, selon les contextes) des facteurs GATA. Chez les mammiferes, FOG-1 en
association avec GATA-1 promeut I’érythropoiese (Tsang et al., 1998) et réprime la
formation des éosinophiles (Querfurth et al., 2000). Chez la Drosophile, USH inhibe le choix
de destin cellulaire « cellule a cristaux » et promeut le destin « plasmatocyte » (Fossett et al.,
2003; Waltzer et al., 2003); il joue aussi un réle de co-répresseur par rapport a certaines cibles
de SRP dans les plasmatocytes (Waltzer et al., 2003).

Alors que I’expression de gcm et ush dans les prohémocytes et les plasmatocytes ainsi
que le maintien de Iz dans les cellules a cristaux dépendent du facteur GATA SRP (Muratoglu
et al., 2007; Waltzer et al., 2002; Waltzer et al., 2003), on ne connait pas a ce jour le signal
responsable de I’induction de 1z dans les progéniteurs sanguins embryonnaires. Par contre, il a
été montré que LZ va interagir physiquement et fonctionnellement avec SRP pour induire la
transcription des genes specifiques des cellules a cristaux tels que les prophénoloxidases et
promouvoir leur différentiation.(Ferjoux et al., 2007; Fossett et al., 2003; Waltzer et al., 2003)
De facon intéressante, cette collaboration GATA/RUNX est conservée au cours de
I’évolution. En effet, chez les mammiferes, le couple GATA2/RUNX1 joue un réle clé dans la
régulation des génes exprimé dans les CSH (Wilson et al., 2010) et, au cours de la
différenciation des mégacaryocytes RUNX1 interagit avec le facteur de transcription GATAL
pour induire la transcription de nombreux genes spécifiques de ce lignage (Elagib et al., 2003;
Pencovich et al., 2011; Tijssen et al., 2011). Cette conservation de I’interaction entre les
facteurs GATA et les facteurs RUNX fait de la coopération entre les facteurs SRP et LZ un
excellent paradigme pour étudier comment le complexe GATA/RUNX régule la transcription

et le développement des cellules sanguines de la Drosophile aux vertébrés.

I.C.1.b. Les précurseurs de la glande lymphatique
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Les précurseurs de la glande lymphatique sont spécifiés au cours de I’embryogenese a
partir de cellules regroupées en trois clusters localisés au niveau des segments thoraciques T1,
T2 et T3 qui vont, au stade 11, exprimer la protéine Odd-skipped (ODD) ainsi que le facteur
de transcription de la famille EBF (Early B-Cell Factor) Collier (COL), avant d’exprimer SRP
a partir du stade 12. Bien que dans un mutant srp, la glande lymphatique ne soit pas formée,
les précurseurs exprimant ODD/COL sont eux spécifiés (Crozatier et al., 2004). La
spécification du PSC requiert quant a elle I’expression du facteur de transcription homéotique
Antennapedia (ANTP) et de COL (Crozatier et al., 2004; Jung et al., 2005; Lebestky et al.,
2003; Mandal et al., 2004). L’expression de SRP et ODD va étre maintenue dans I’ensemble
des cellules de cet organe alors que I’expression de COL et ANTP va se retreindre au PSC
(Crozatier et al., 2004; Jung et al., 2005; Mandal et al., 2007). On notera que comme chez les
mammiféres ou la voie Notch est requise pour I’émergence des CSH et I’expression de
GATAZ2 dans I’AGM (Bigas et Espinosa, 2012; Robert-Moreno et al., 2005), Notch participe
a I’induction du destin « hématopoiétique» versus « endothélial » des cellules du mésoderme
cardiogénique de la Drosophile notamment en activant I’expression de SRP (Mandal et al.,
2004).

1.C.2. Controle moléculaire de I’hématopoiése larvaire chez la

Drosophile

Au cours de I’hématopoiese larvaire, de nombreuses voies de signalisation ont été
identifiées comme étant impliquées dans le maintien de I’homéostasie du systeme
hématopoiétique. Ces voies de signalisation vont permettre de réguler d’une part le maintien
du caractere « souche » des progéniteurs hématopoiétiques et d’autre part leur différenciation
en hémocytes matures. De plus, alors que I’hématopoiése embryonnaire est un processus
extrémement stéréotypé qui ne semble régulé que par des facteurs intrinseques,
I’hématopoiese larvaire est quant a elle également régulée par des facteurs environnementaux

tels que les infections, la disponibilité en nutriments ou encore le stress hypoxique.

I.C.2.a. Contrdéle du maintien du caractére indifférencié des

prohémocytes
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Figure 10 : Contr6le du maintien du caractére indifférencié des prohémocytes dans la glande
lymphatique.

Représentation schématiques des principales voies contrélant le maintien du caractére indifférencié
des prohémocytes dans la glande lymphatique. Ce maintien est régulé par les prohémocytes eux-
mémes (voies en rouge), par des signaux issus des cellules du PSC (violet), ou des cellules
différenciées de la zone corticale (jaune) ainsi que par des signaux systémiques (marron).



Les réseaux géniques contr6lant le maintien des progéniteurs sanguins de la
Drosophile ont été principalement caractérisés dans la glande lymphatique. En effet des
progéniteurs hématopoiétiques sont présents dans la glande lymphatique jusqu’en fin de stade
L3 (Jung et al., 2005). De plus I’organisation particuliére de cet organe en a fait un modele de
choix pour I’identification et I’étude des voies de signalisation contrdlant la balance entre le
maintien du caractére « souche » des progéniteurs et leur différenciation en hémocytes
matures. Ainsi, il a été montré que ce contréle est assuré a la fois de maniere autonome par les
cellules indifférenciées de la zone médullaire et de maniére non autonome en réponse a des
signaux venant du PSC et des cellules différenciées de la zone corticale ou par des signaux

d’origine systémique (Figure 10).

I.C.2.a.i. Maintien autonome des prohémocytes de la zone médullaire

Dans la zone médullaire, les progéniteurs sanguins expriment le ligand Wingless (WQ)
qui en se liant a ses récepteurs Frizzled (Fz) et Fz2 active la voie de signalisation WNT
canonique et favorise le maintien de ces cellules dans I’état indifférencié (Sinenko et al.,
2009). De maniere intéressante, I’expression de Wg et Fz2 par les cellules du PSC est aussi
requise pour promouvoir la prolifération de ces cellules. La voie WNT agit donc a deux
niveaux dans le maintien indifférencié des prohémocytes : directement sur les prohémocytes
et indirectement en contrélant la taille du PSC et donc son activité de niche (cf ci-dessous).
Chez les mammiféres, cette voie joue également un r6le important dans le développement de
différents lignages hématopoiétiques ainsi que dans le fonctionnement de la niche
hématopoiétique et, chez I’homme, elle contribue a I’apparition de nombreux cancers dont des
hémopathies malignes (Deshpande et Buske, 2007; Jauregui et al., 2008; Reya et Clevers,
2005).

Il a également été démontré que le maintien de I’état indifférencié des cellules
sanguines dépend du niveau de ROS (Owusu-Ansah et Banerjee, 2009). Alors que les
prohémocytes présentent un niveau élevé de ROS, les hémocytes ont eux un niveau plus
faible. De plus, alors que la diminution du niveau de ROS dans les prohémocytes retarde leur
différenciation, I’augmentation de ce niveau entraine leur différenciation prématurée. Cette
différenciation précoce passe par I’activation de la voie de signalisation Jun N-terminal kinase
(JNK) qui va a son tour activer le facteur de transcription FoxO. De facon intéressante, le
niveau de ROS est aussi apparu comme un régulateur du renouvellement et de la quiescence
des CSH chez les mammiféres ainsi que dans développement des leucémies (Sardina et al.,
2012).
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De plus, des composants de la matrice extracellulaire, tels que le protéoglycanne Trol,
sont exprimés a plus haut niveau dans la zone médullaire que dans la zone corticale et il a été
montré que leur présence, en promouvant I’activité de la voie de signalisation Hedgehog (Hh)
et en inhibant celle du FGF (Fibroblast Growth Factor) au sein des prohémocytes joue un role
important dans le maintien indifférencié de ces cellules (Dragojlovic-Munther et Martinez-
Agosto, 2013; Grigorian et al., 2013).

I.C.2.a.ii. Signaux issus des cellules du PSC

Selon le modéle généralement proposé, les cellules du PSC servent de niche
hématopoiétique requise pour le maintien indifférencié des progéniteurs sanguins de la glande
(Krzemien et al., 2007; Mandal et al., 2007). Son action passe notamment par I’expression des
ligands Upd3 et Hh, qui vont respectivement activer les voies de signalisation JAK/STAT et
Hedgehog dans les prohémocytes. Ainsi, une modification de la taille ou de I’activité du PSC
s’accompagne souvent d’une modification de I’équilibre entre cellules progénitrices et
différenciées (Benmimoun et al., 2012; Khadilkar et al., 2014; Mandal et al., 2007; Mondal et
al., 2011; Pennetier et al., 2012; Sinenko et al., 2009; Tokusumi et al., 2012). Cependant, les
résultats récents de notre équipe montrent que le PSC n’est pas absolument requis pour le
maintien des prohémocytes (Benmimoun et al., 2015).

Chez les mammiferes, les différents signaux issus de la niche hématopoiétique jouent
eux aussi un réle important dans le maintien des CSH et le développement de leucémies (Al-
Drees et al., 2015). Cependant, une implication directe des voies JAK/STAT ou Shh, qui
jouent des rdles importants dans I’hématopoiése et les leucémies, n’a pas encore été mise a

jour au niveau de la niche.

I.C.2.a.iii. Signaux issus des cellules différenciées de la zone corticale

D’autre part, il a été montré que les cellules sanguines différenciées envoient un signal
en retour vers les progéniteurs sanguins. Ainsi, la production, par les hémocytes de la zone
corticale du facteur de croissance ADGFA (Adenosine Deaminase-related Growth Factor A)
va controler/diminuer le niveau extracellulaire d’Adénosine et inhiber la différenciation des
prohémocytes en bloquant la voie Adénosine/AdoR (Mondal et al., 2011). Il est également
intéressant de noter ici qu’il a été proposé qu’en contexte d’infection, la sécrétion d’adénosine
par les cellules circulantes permette la mise a disposition, pour les hémocytes circulants, du
glucose stocké qui va alors représenter une source énergétique supplémentaire lors du

processus de défense en cas d’infection, processus couteux en énergie (Bajgar et al., 2015).
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Ce processus de régulation du destin cellules sanguines progénitrices par des cellules
sanguines différenciées est aussi observé chez les mammifére ou par exemple, les
megacaryocytes présents dans la moelle osseuse favorisent la quiescence des CSH (Bruns et
al., 2014).

I.C.2.a.iiii. Signaux systémiques

Le maintien indifférencié des prohémocytes de la glande lymphatique est également
régulé par des signaux systémiques. En particulier, il dépend de I’état nutritionnel de la larve
de Drosophile. En effet, en condition de carence nutritive, le corps gras (équivalent du foie
chez les mammiféres) va moduler la sécrétion d’Insuline-like peptides (ILP) par la glande
prothoracique et la baisse du niveau d’ILP dans I’hémolymphe va diminuer I’activité de la
voie Insuline/Target of Rapamycin (TOR) dans les prohémocytes et conduire a leur
différenciation prématurée (Benmimoun et al., 2012; Dragojlovic-Munther et Martinez-
Agosto, 2012; Shim et al., 2013a). Cet effet de la voie InR/TOR passerait soit par une
diminution de I’expression Wg soit par une augmentation du niveau de ROS dans les
prohémocytes (Dragojlovic-Munther et Martinez-Agosto, 2012; Shim et al., 2013a). Il est a
noter que la voie INR/TOR contr6le également de maniére cellulaire autonome la taille du
PSC (Benmimoun et al., 2012; Tokusumi et al., 2012). D’autre part, il a eté montré que la
sécretion dans I’hémolymphe du neurotransmetteur GABA par des récepteurs olfactifs de la
larve participe au maintien indifférencié des prohémocytes en activant le récepteur au GABA
et en maintenant ainsi des niveaux élevés de Ca’* dans le cytosol de ces cellules (Shim et al.,
2013b). Enfin, en réponse a une infection par L. bourlardi, les prohémocytes de la glande vont
se différencier précocement et produire massivement des lamellocytes. Bien que les signaux
systémiques impliqués restent a identifier, il a été montré qu’une inactivation de la voie
JAK/STAT dans les prohémocytes est essentielle pour cette réponse immune cellulaire au
parasitisme (Makki et al., 2010).

A I’heure actuelle, la présence de progéniteurs hématopoiétiques en circulation chez la
larve reste une question en suspend. En effet, il a été montré qu’en circulation une tres faible
proportion (£1%) des hémocytes n’expriment aucun des marqueurs de différenciation connus
des plasmatocytes ou des cellules a cristaux mais, comme les prohémocytes de la glande
lymphatique, expriment Wg et présentent des niveaux de ROS élevés (Sinenko et al., 2010).
Cependant les capacités de différenciation de cette population n’ont pas été clairement
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démontrées et il reste a établir s’il s’agit d’une population particuliéere d’hémocytes

différenciés ou de véritables progéniteurs.

1.C.2.b. Contrdle moléculaire de la spécification des cellules

a cristaux

Etant donné que je me suis tout particulierement intéressée aux cellules a cristaux
durant ma thése, je décrirai ci-dessous le contrdle de leur développement avec plus de détails
que pour les plasmatocytes ou les lamellocytes.

Au cours de I’hématopoiese larvaire, au niveau de la glande lymphatique comme au
niveau des hémocytes circulants, I’expression de LZ est nécessaire et suffisante a la
spécification des cellules a cristaux (Lebestky et al., 2000). Comme dans I’embryon, LZ
coopere avec le facteur pan-hématopoiétique SRP pour induire I’expression de marqueurs de
différenciation des cellules a cristaux tels que les prophénoloxidases PPO1/Bc et PPO2/PO45
(Ferjoux et al., 2007; Fossett et al., 2003).

De plus, il a été démontré qu’au cours de I’hématopoiése larvaire I’induction du destin
cellules a cristaux est dépendante de la voie de signalisation Notch aussi bien dans les cellules
circulantes que dans la glande lymphatique (Duvic et al., 2002; Lebestky et al., 2003;
Mukherjee et al., 2011). Un premier réle de la voie Notch passe par une activation canonique
de cette voie par son ligand Serrate (Ser) et requiert le facteur de transcription Suppressor of
Hairless (Su(H)). Ainsi, la perte de fonction de N (utilisation d’un alléle thermosensible ou
surexpression d’une forme dominante négative de N), Su(H) ou Ser entraine une diminution
du nombre de cellules a cristaux alors que la surexpression de Ser ou d’une forme
constitutivement activée de N (Nintra) induit une augmentation de leur nombre (Duvic et al.,
2002; Lebestky et al., 2003). Les travaux de Lebestky et al., (2003) montrent que la voie
Notch agit en amont de Iz pour induire son expression dans les précurseurs de cellules a
cristaux.

Dans la glande lymphatique, I’étude de la voie Notch a aussi conduit a I’identification
du PSC caractérisé alors par I’expression spécifique de Ser (Lebestky et al., 2003). Il a été
initialement proposé que le PSC agisse comme un « centre de signalisation » nécessaire a la
specification des cellules adjacentes en cellules a cristaux. Cependant, ce modele s’est avéré
inexact : le PSC n’est pas requis pour la différenciation des cellules a cristaux mais d’autres
cellules exprimant également Ser localisées dans la zone corticale a proximité des cellules

Lz+ seraient responsables du signal induisant le développement des cellules a cristaux
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Figure 11 : Représentation schématique du role de la voie de signalisation Notch au cours de
I’hématopoiése larvaire.

La liaison du ligand serrate au domaine extra-cellulaire du recepteur transmembranaire Notch (NECD)
entraine le clivage de Notch et la libération de son domaine intra-cellulaire (NICD) qui va alors étre
transloqué dans le noyau ou il va avec interagir avec suppressor of Hairless (Su(H)) pour activer
(directement ou indirectement) la transcription de Lozenge (lz). L’activation canonique de la voie
Notch permet ainsi la spécification des cellules a cristaux larvaires a partir de progéniteurs ou de
plasmatocytes ainsi que le contrdle de leur nombre. L’activation non canonique de la voie Notch fait
quant a elle intervenir Sima. Ce facteur de réponse a I’hypoxie stabilise Notch dans les endosomes
précoces, favorise son clivage par la presenilin et sa translocation dans le noyau ou il va, en
coopération avec Lozenge (Lz) et suppressor of Hairless (Su(H)), activer la transcription de ses genes
cibles comme hindsight (hnt) et klumpfuss (klu). Cette activation de la voie Notch indépendamment
du ligand permet la maintenance du lignage Lz+.




(Crozatier et al., 2004) (figure 11A). Une étude récente a conforté ce modele en démontrant
que I’expression de Yorkie et Scalloped, deux composants de la voie Hippo, promeuvent
I’expression de Ser dans ces cellules de la zone corticale et sont requis pour la spéecification
des cellules adjacentes en cellules a cristaux (Ferguson et Martinez-Agosto, 2014a; Ferguson
et Martinez-Agosto, 2014b). Une étude publiée en paralléle suggere elle que la voie Hippo
controle le développement des cellules a cristaux & la fois de fagon non autonome via la voie
Notch et de fagon autonome en activant directement la transcription de 1z (Milton et al.,
2014). De plus, I’identification de cibles directes de N/Su(H) en culture cellulaire a conduit &
mettre en évidence que N/Su(H) coopére avec LZ dans les cellules a cristaux pour activer la
transcription de certains génes tels que hindsight, qui est impliqué dans I’endoréplication des
cellules a cristaux, et klumpfuss qui réprime le destin alternatif (Terriente-Felix et al., 2013). 1l
semble donc que la voie Notch canonique agisse a différents niveaux dans le développement
des cellules a cristaux de la glande lymphatique : d’une part elle induit I’expression de LZ et
d’autre part elle coopére avec ce dernier pour verrouiller le destin cellule a cristaux. De la
méme facon, on notera que I’expression de RUNX1 dans les CSH est induite par Notchl chez
le poisson-zébre (Burns et al., 2005), que Notchl et RUNX coopérent dans le spécification
des lymphocytes T (Guo et al., 2008) et que CSL (I’orthologue de Su(H)) semble coopérer
avec RUNX1 pour réguler la transcription dans des cellules de leucémies lymphoblastiques T
(Wang et al., 2011a), suggérant une conservation fonctionnelle des liens entre voie Notch et
facteurs RUNX dans la régulation de I’hématopoiése.

Une activation non canonique de la voie Notch contréle également le développement
des cellules a cristaux. Cette voie cellulaire autonome et indépendante du ligand Ser (ou
Delta) mais nécessite N, Su(H) et le facteur Sima, I’orhologue de Hifa, un facteur clé de la
réponse a I’hypoxie, qui est exprimé a des niveaux élevés dans les cellules a cristaux méme en
condition de normoxie. Sima semble stabiliser I’internalisation de N dans des endosomes
précoces et son clivage par la présiniline indépendamment de son ligand ce qui permettrait
I’expansion des précurseurs Lz+ et leur différenciation en cellules a cristaux matures
(Mukherjee et al., 2011) (figure 11B). Ainsi, une baisse d’oxygene dans I’environnement est
suffisante pour stabiliser d’avantage Sima et donc Notch et induire une augmentation du
nombre de cellules a cristaux. De facon intéressante, une régulation similaire de la voie Notch
par I’hypoxie et Hif-1o a été mise en évidence chez les mammiféeres notamment lors de la
différenciation myogénique et dans le cancer du sein (Gustafsson et al., 2005; Villa et al.,
2014).
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Par ailleurs, en absence d’Asrij, une protéine conservée impliquée dans I’endocytose,
la relocalisation de N dans les endosomes précoces coincide avec une augmentation drastique
du nombre de cellules & cristaux dans la glande lymphatique. Ce phénotype suggére donc
qu’Asrij pourrait intervenir dans la restriction du nombre de cellules a cristaux en contrélant
le trafic intracellulaire de N (Kulkarni et al., 2011).

Il est également intéressant de noter ici que, bien que la perte de fonction zygotique de
N induise une diminution de leur nombre dans I’embryon (Lebestky et al., 2003), des analyse
clonales et de surexpression ont permis de montrer que la voie Notch n’est pas requise ni
suffisante pour la spécification des cellules a cristaux embryonnaires (Bataillé et al., 2005). A
I’inverse, les résultats récemment obtenus pointent un role de cette voie de signalisation au
cours de la différenciation des cellules a cristaux chez la Drosophile adulte (Ghosh et al.,
2015).

Enfin, il a récemment été montré que, dans les Tlots sessiles, les cellules a cristaux sont
produites par transdifférenciation des plasmatocytes en réponse a I’activation de la voie Ser/N
(Leitdo et Sucena, 2015). Ce processus de transdifférenciation ne semble pas expliquer
I’origine de toutes les cellules a cristaux : dans I’embryon ces cellules émergent a partir de
cellules sanguines encore non différenciées en plasmatocytes (Bataillé et al., 2005) et dans la
glande lymphatique il semble que la séparation entre le lignage plasmatocyte et cellules a
cristaux ait lieu au cours du second stade larvaire, alors qu’aucun signe de différenciation

n’est encore visible (Krzemien et al., 2010).

I.C.2.c. Contr6le moleculaire de la spécification des

plasmatocytes

Bien que les plasmatocytes représentent la population majoritaire d’hémocytes
différenciés, les mécanismes contrélant spécifiquement la formation ce lignage restent encore
assez peu connus. Dans la glande lymphatique, la différenciation des plasmatocytes requiert le
récepteur PVR (Jung et al., 2005), I’homologue des récepteurs PDGFR et VEGFR des
vertébrés. En effet, une analyse clonale a permis de mettre en évidence que des clones
mutants pour pvr et générés dans la glande lymphatique au premier stade larvaire sont
capables de générer des cellules a cristaux mais pas de cellules exprimant Pxn ou P1/NimC1
(deux marqueurs de plasmatocytes) au troisieme stade larvaire. De plus, il a été démontré que
la différenciation des plasmatocytes requiert I’activation de I’expression du facteur GATA Pnr
par STAT92E dans la zone corticale (Minakhina et al., 2011). Au niveau des hémocytes
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circulants, le nombre de plasmatocytes ainsi que leur état de différenciation (capacité de
phagocytose) est quant a lui contrdlé par les facteurs de transcription de types Nf-kB Dif et

Dorsal ainsi que par Myb (Davidson et al., 2005; Matova et Anderson, 2006).

1.C.2.d. Contrble moléculaire de la spécification des

lamellocytes

Comme nous I’avons vu précédemment, les larves de Drosophiles ne produisent pas
(ou tres peu) de lamellocytes dans des conditions normales mais cette population est induite
de facon massive en réponse a certains challenges immuns tels qu’une infection par L.
boulardi. Si de nombreuses mutations sont capable d’induire la production « spontanée » de
lamellocytes, le réle de la plupart de ces génes dans I’apparition « physiologique » des
lamellocytes n’a que rarement été étudié (Avet-Rochex et al., 2010). Neanmoins, il a été
démontré que I’infection par L. boulardi induit I’expression d’une forme non signalisatrice du
récepteur de la voie JAK/STAT dans les prohémocytes de la glande lymphatique (Makki et
al., 2010). Ce récepteur tronqué agit comme dominant négatif et permet I’extinction de la voie
JAK/STAT dans la zone médullaire, un prérequis a la production des lamellocytes. La voie
JAK/STAT semble néanmoins réactivée ultérieurement dans les hémocytes et elle est requise
pour la différenciation des lamellocytes (Lanot et al., 2001; Qiu et al., 1998). De fait, il a été
montré en 1995 qu’une forme constitutivement activée de la JAK kinase Hopscotch est
suffisante pour induire une hyperprolifération des hémocytes et la différentiation de
lamellocytes (Harrison et al., 1995; Luo et al., 1995) suggérant que I’activation aberrante de
cette voie pouvait étre a I’origine de cancers du sang, ce qui a depuis était démontré chez
I’Homme (Vainchenker et Constantinescu, 2013).

D’autre part, I’infection par L. boulardi va activer la voie Toll/NF-kB et causer une
augmentation du niveau de ROS dans le PSC qui va contribuer a la production de
lamellocytes (Gueguen et al., 2013; Sinenko et al., 2012). En particulier, I’augmentation des
ROS induit I’expression du ligand Spitz et I’activation de la voie EGFR (Epidermal Growth
Factor Receptor) dans les hémocytes qui se différencient alors en lamellocytes (Sinenko et al.,
2012).

Enfin, s’il a été initialement proposé que la voie Notch soit requise pour la production
de lamellocytes (Duvic et al., 2002), des résultats plus récents montrent que ce n’est pas le cas

et suggerent plutét que I’infection par L. boulardi induit une diminution de I’activité de cette
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voie qui favoriserait la production des lamellocytes au dépend de la production de cellules a
cristaux (Small et al., 2014).
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Figure 12 : Coopération de deux types d’évenements dans le développement d’une LAM.

Les mutations de classe | conferent un avantage prolifératif ou de survie aux cellules
hématopoiétiques alors que les mutations de classe Il affectent leur différenciation. Dans le cas ou ces
mutations sont présentes seules, elles peuvent induire des SMD (Syndromes Myélodysplasiques) ou
des PMP (Pathologies Myeloprolifératives). (D’aprés Kelly et Gilliland 2002)



Il. Les facteurs de transcription de la famille RUNX et

I’hématopoiese

I1.A. Les leucémies et I’identification de RUNX1

Le premier lien entre les génes de la famille RUNX et I’hématopoiése a été établi il y a
plus de 30 ans en recherchant la nature moléculaire d’une altération génique présente dans des
cellules leucémiques. Les leucémies (du grec « leukos » qui signifie blanc et « aima» qui
signifie sang) sont des cancers du sang qui se caractérisent par une prolifération anormale des
globules blancs associée a une diminution de la production des globules rouges. Elles sont
classées selon deux grands critéeres : leur rapidité d’évolution (chronique ou aigue) et le type
cellulaire qui est affecte (myéloide ou lymphoide).

La leucémie aigué myéloide (LAM) représente pres de 30% des cas de leucémie et se
caracterise par la prolifération anormale de progéniteurs myéloides ayant perdu leur capacité a
se différencier en cellule mature fonctionnelle. Au niveau moléculaire, des études
cytogénetiques et plus récemment de séquencage, ont permis de mettre en évidence la
présence d’altérations chromosomiques récurrentes associées au développement de LAM. Ces
altérations (translocations réciproques, mutations ponctuelles, amplifications, délétions,
inversions) en affectant la fonction de régulateurs hématopoiétiques cruciaux, vont altérer le
processus de développement des cellules sanguines et permettre I’émergence de clones
leucémiques. On considére généralement que le développement de LAM nécessite la
coopération entre deux classes d’événements moléculaires (Kelly et Gilliland, 2002) (figure
12). La premiere classe d’événement (classe I) est représentée par des mutations qui conférent
aux cellules une capacité de prolifération ou de survie accrue alors que la seconde classe
(classe 1) est représentée par les mutations provoquant un blocage de la différenciation des
cellules myéloides. Des mutations de classe | seule ou de classe Il seule induisent
respectivement des pathologies de types myéloproliférative ou myélodysplasique tandis que la
combinaison des deux types de mutations induit le développement de LAM (Kelly et
Gilliland, 2002). Dans ce modele, les mutations de classe | affectent des génes impliqués dans
le contréle du cycle cellulaire (C-KIT, FLT3, RAS...) alors que celles de classe Il affectent

des facteurs de transcription impliqués dans le contrdle de la différenciation des cellules
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Figure 13 : Structure des facteurs de transcription de la famille RUNX.

Les protéines de la famille RUNX contiennent un domaine de liaison a I’ADN dans leur partie N-
terminale, nommé le domaine Runt et, a leur extrémité C-terminale, le motif conservé VWRPY, requis
pour I’interaction avec des corépresseurs transcriptionnels. Deux autres domaines fonctionnels ont
également été caractérisés : un domaine de transactivation et un domaine d’attachement a la matrice
nucléaire (NMTS) (D’apres Ito et al. 2004).




sanguines (RUNX1...). L’identification des geénes affectés par des remaniements
chromosomiques dans des leucémies a donc non seulement permis de mieux comprendre les
bases moléculaires de la leucémogenese mais a également conduit a I’identification de
nouveaux regulateurs du processus hématopoiétique normal. C’est notamment le cas de
RUNX1 qui est a été identifié en clonant les points de cassure de la translocation
t(8;21)(g22 ;q22) présente dans plus de 15% des cas de LAM chez I’Homme (Erickson et al.,
1992; Miyoshi et al., 1991), mais aussi de MLF1 affecté dans la translocation t(3;5) et sur
lequel je reviendrai dans le chapitre I11.

11.B. La famille RUNX : Description

La famille des facteurs de transcription de type RUNX est une famille conservée au
cours de I’évolution des métazoaires. Les facteurs RUNX se caractérisent par la présence d’un
domaine spécifique de liaison a I’ADN de 128 acides aminés, le domaine Runt, en référence
au membre fondateur de cette famille, le géne runt de la Drosophile. Ce domaine est
responsable d’une part de la liaison a I’ADN au niveau de la séquence consensus TGYGGTY
et d’autre part de I’hétérodimérisation avec le facteur CBF3 (Core Binding Factor B) qui est
essentielle pour augmenter I’affinité de liaison a I’ADN des facteurs RUNX (Ito et al., 2015).
Bien que la séquence C-terminale des RUNX soit moins conservée, elle contient presque
toujours le motif VWRPY permettant le recrutement de corépresseurs transcriptionnels de la
famille Groucho/TLE (Robertson et al., 2009) (figure 13).

11.B.1. La famille RUNX chez les mammiféres

Chez les mammiferes et plus largement chez les vertébrés cette famille est composée
de trois génes, RUNX1, RUNX2 et RUNX3 qui sont des régulateurs clés de différents
processus ontogéniques. RUNX1 régule notamment la quiescence des cellules souches du
follicule pileux (Osorio et al., 2008; Osorio et al., 2011) et le développement de différents
types de neurones (Lou et al., 2013) mais il est surtout connu pour ses fonctions lors de
I’lhématopoieése, sur lesquelles je reviendrai au paragraphe 11.B. RUNX2 intervient quant a lui
lors de la différenciation des ostéoblastes et la vascularisation osseuse (Komori, 2010a;

Komori, 2010b) et enfin, RUNX3 agit lors du développement des cellules T (Woolf et al.,
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Figure 14 : Représentation de I’organisation genomique et des transcrits alternatifs de RUNX1/
AMLL.
Les positions des deux promoteurs (P1 et P2) sont indiquées par des fleches. Les boites noires
représentent les régions codantes tandis que les boites blanches sont des régions non traduites 5’ et 3.
Les positions des signaux de poly-adénylation sont indiquées par des A. (D’aprés Miyoshi et al.,
2005).




2003), du systeme nerveux (Inoue et al., 2008) et des cellules gastriques endothéliales (Li et
al., 2002).

Au niveau moléculaire, les trois génes RUNX possédent deux promoteurs alternatifs
(distal P1 et proximal P2) générant, pour RUNX1, au moins trois transcrits (1a, 1b et 1c) qui
différent par leur région 5’UTR (Untranslated Region) et par leur région codante N-terminale
(Miyoshi et al., 1995) (Figure 14). Alors que les formes b et ¢ possédent toutes deux un réle
activateur de la transcription des genes cibles de RUNXZ, il est proposé par Miyoshi et ses
collaborateurs que I’isoforme la qui ne contient pas la région C-terminale portant des
domaines de transactivation agisse comme un inhibiteur compeétitif des deux autres isoformes.
Une étude remet cependant en cause ce modele en montrant que RUNX1a permettrait de
promouvoir I’expansion des cellules souches hématopoiétiques (Tsuzuki et Seto, 2012). A
I’heure actuelle, le réle respectif des différentes isoformes dans la régulation de la fonction de
RUNX1 reste largement inconnu (Real et al., 2013).

11.B.2. La famille RUNX chez la Drosophile

Chez la Drosophile il existe 4 génes de type RUNX : lozenge, runt, RunxA et RunxB
(Rennert et al., 2003). Le membre fondateur de cette famille, runt, a été découvert lors d’un
crible génétique visant a identifier les acteurs impliqués dans la segmentation de I’embryon de
Drosophile (Gergen et Butler, 1988). Depuis, il a également été impliqué lors de la
détermination du sexe ainsi qu’au cours de la neurogenése (Duffy et Gergen, 1991; Duffy et
al., 1991). Concernant RunxA et RunxB, a I’heure actuelle leurs partons d’expression ainsi que
leurs fonctions sont inconnus. Iz a quant a lui initialement été identifié pour sa fonction au
cours du développement de I’eil : les premier alléles mutants de Iz qui affectent la forme de
I’ceil de la Drosophile ont été isolés par Morgan, Bridges et Sturtervant dans les années 1920.
En effet, LZ régule positivement la transcription d’un grand nombre de facteurs de
transcription impliqués dans la différenciation de trois des huit neurones photorécepteurs
composant les ommatidies (Daga et al., 1996). Dans I’eil, plus précisément dans les cellules
coniques et pigmentaires, LZ est également capable d’activer la transcription de klumpfuss et
argos entrainant une diminution de I’activité EGFR et une entrée en apoptose des cellules
excédentaires de I’ceil (Wildonger et al., 2005). Il est a noter que dans ce contexte LZ peut
également avoir un role de répresseur de la transcription (Canon et Banerjee, 2000). En plus

de son réle au cours du développement de I’ceil, LZ est connu pour avoir un réle au cours du
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développement des gonades, des antennes, des tarses, ainsi qu’au cours de I’hématopoiése
(Canon et Banerjee, 2000), réle sur lequel je reviendrai au paragraphe 11.B.

Au niveau moléculaire LZ possede une forte identité de sequence avec les protéines
RUNX au niveau du domaine de liaison a I’ADN ; ainsi LZ et la protéine humaine RUNX1
présentent 71% d’identité au niveau du domaine Runt. Chez la Drosophile, 1z est localisé sur
le chromosome X et code pour deux isoformes issues d’épissage alternatif : LZ (84.7 kDa) et
LZA5 (72.2 kDa). LZA5 est issue d’un ARNm depourvu de I’exon 5 qui code le domaine
d’interaction avec le facteur ETS Pointed. Dans I’ceil, I’équilibre entre ces deux isoformes est
régulé par la signalisation Ras et pourrait jouer un réle dans le contréle de la différenciation

des photorécepteurs (Daga et al., 1996).

I11.C. Les facteurs RUNX au cours de I’hématopoiése

11.C.1. Rble des facteurs de type RUNX au cours de I’hématopoiése

I11.C.1.a. Rbles de RUNX1 chez les mammiferes

Chez les mammiferes les trois membres de la famille RUNX sont exprimés dans des
cellules sanguines et RUNX1 joue un réle particulierement important a différentes étapes du
processus hématopoietique, de I’émergence des cellules souches hématopoiétiques a leur
différenciation en lymphocyte ou en mégacaryocytes. La caractérisation des souris déficientes
pour runxl a permis de mettre en évidence son r6le essentiel dans I’apparition des cellules
souches hématopoiétiques. En effet, ces souris présentent une érythropoiése primitive normale
au sein du sac vitellin mais ne possedent pas de progéniteurs hématopoiétiques définitif au
sein du foie feetal (Okuda et al., 1996; Wang et al., 1996). Les cellules présentes dans les
tissus hématopoiétiques comme le sac vitellin ou le foie feetal ne sont pas capables de se
différencier en cellules hématopoiétiques matures et les animaux meurent d’hémorragies vers
13 jours de développement. En fait, runx1 est essentiel a I’émergence des CSH au niveau de
I’AGM (Chen et al., 2009; Lancrin et al., 2009). Chez la souris adulte, I’utilisation du systeme
CRE/loxP a permis de montrer que runxl n’est plus requis dans les CSH une fois qu’elles
sont spécifiées et n’est pas essentiel pour I’hnématopoiese adulte. Il participe néanmoins a la
différenciation des mégacaryocytes et au développement des lymphocytes T et B chez la
souris adulte (Growney et al., 2005; Ichikawa et al., 2004; Kitoh et al., 2009). Le dosage de
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Figure 15 : Représentation schématique du mécanisme de régulation de la transcription par
RUNX1.

RUNX1 se lie a ses genes cibles grace a son domaine de liaison a I’ADN et se dimérise avec CBFp.
(A) Il peut agir comme activateur en interagissant avec un ensemble de coactivateurs transcriptionnels
(ex : CBP, p300) et d’autres facteurs de transcription lignages spécifiques (ex : C/EBPa). (B) RUNX1
peut également agir comme répresseur transcriptionnel grace au recrutement de corépresseurs tels que
HDAC, TLE et mSin3A (D’aprés de Lutterbach et al., 2000).




runxl joue également un réle important dans I’hématopoiese : chez des souris hétérozygotes
mutantes pour runx1 les CSH apparaissent plus précocement dans la région AGM et sont plus
nombreuses dans I’embryon mais elles sont moins capables de se maintenir a long terme chez
la souris adulte (Cai et al., 2000; Sun et Downing, 2004).

11.C.1.b. R6le de LZ chez la Drosophile

Chez la Drosophile, des alleles mutants de Iz sont connus depuis longtemps pour
causer une absence d’activité phénoloxidase dans I’hémolymphe ainsi que pour supprimer la
mutation Black cell, caractérisée par la présence de spots noirs correspondant aux cellules a
cristaux ayant mélanisées (Peeples et al., 1969a; Peeples et al., 1969b; Rizki et Rizki, 1981;
Rizki et al., 1985). Par la suite il a été démontré que LZ est exprimé dans le lignage des
cellules a cristaux embryonnaires et larvaires ou il est requis pour leur différenciation. En
effet, les drosophiles mutantes pour 1z ne possedent pas de cellules a cristaux embryonnaires
et larvaires (Lebestky et al., 2000). De plus, I’utilisation d’un allele thermosensible de 1z a
permis de déterminer que son expression est requise de maniere continuelle pour maintenir le

destin cellules a cristaux (Lebestky et al., 2000).

11.C.2. Mode d’action des facteurs de type RUNX au cours de

I’lhématopoieése

11.C.2.a. Mode d’action de RUNX1 chez les mammiferes

Au niveau moléculaire RUNX1 agit comme un régulateur clé de la transcription d’un
grand nombre de genes impliqués dans le maintien de la différenciation hématopoiétique. Il
est capable de réprimer ou d’activer la transcription selon les contextes et il peut jouer un réle
de chef d’orchestre permettant I’assemblage de complexes multiprotéiques au niveau des
éléments cis-régulateurs de ses genes cibles (figure 15). Ainsi, il est capable de recruter des
coactivateurs transcriptionnels tels que les histones acétyl transférases CBP/p300 (Lutterbach
et Hiebert, 2000) et MOZ/MORF (Kitabayashi et al., 2001; Pelletier et al., 2002) ou des
corépresseurs tels que les membres de la famille TLE (Transducin-Like Enhancer of
splitl)(Lutterbach et Hiebert, 2000), I’histone méthyltransférase SUV39H1 (Reed-Inderbitzin
et al., 2006) ou encore mSin3A et mSin3B (Lutterbach et Hiebert, 2000). De plus, RUNX1
agit en synergie avec différents facteurs de transcription comme C/EBPalpha et le facteur de

38



type ETS PU.1 lors du développement des cellules myéloides (Petrovick et al., 1998; Zhang et
al., 1996) mais aussi avec les facteurs de type GATA puisque RUNX1 coopére avec GATA2
dans les CSH (Wilson et al., 2010), avec GATAL1 au cours de la différenciation des
mégacaryocytes (Elagib et al., 2003; Pencovich et al., 2011; Tijssen et al., 2011) et avec
GATAS3 dans la différenciation des lymphocytes T (Collins et al., 2009).

11.C.2.b. Mode d’action de LZ chez la Drosophile

Comme nous [I’avons vu précédemment, LZ interagit physiquement et
fonctionnellement avec le facteur de transcription pan-hématopoiétique de type GATA SRP
pour induire la transcription de génes spécifiques des cellules a cristaux (Fossett et al., 2003;
Waltzer et al., 2003). L’étude des régions cis-régulatrices des génes induits par ce complexe
LZ/SRP a permis de montrer qu’ils contiennent fréquemment un module conserve de D.
melanogaster a D. yakuba comportant au moins un site de fixation pour les facteurs GATA et
un site de fixation pour les facteurs de type RUNX dans une orientation particuliere I’un par
rapport a I’autre (Ferjoux et al., 2007). L’utilisation de rapporteurs transgéniques a aussi
permis de montrer pour certains d’entre eux que ces deux sites sont requis pour la
transactivation par LZ/SRP in vivo (Ferjoux et al., 2007; Gajewski et al., 2007; Muratoglu et
al., 2007). Parmi les cibles de ce complexe on retrouve notamment Iz lui-méme, les genes
codant les prophénoloxidases ainsi que mlf sur lequel je reviendrai dans le chapitre I11.

Plus récemment I’identification des génes cibles de Notch/Su(H) dans les cellules
Kc167 a permis de montrer que Notch/Su(H) coopére avec LZ pour activer la transcription de
genes impliqués dans des processus spécifiques des cellules a cristaux, comme hindsight (hnt)
impliqué dans I’endoréplication, et pour réprimer (indirectement) les genes du destin alternatif
(Terriente-Felix et al., 2013). LZ ne semble pas interagir physiquement avec Su(H) mais sa
fixation sur les séquences régulatrices des genes cibles de Notch/Su(H) est requise pour le
recrutement de Su(H) et leur activation dans les cellules a cristaux. La encore, des sites de
fixation pour un facteur GATA (potentiellement SRP) sont importants pour I’activation de ces
cibles (Terriente-Felix et al., 2013).

11.D. Réqulations post-traductionnelles de I’activité des facteurs
de type RUNX
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En plus de la régulation de leur expression au niveau transcriptionnel, un aspect
important de la régulation des RUNX intervient au niveau post-traductionnel. En particulier, il
a été montré chez les mammiféres que RUNX1 est la cible de nombreuses modifications post-
traductionnelles telles que I’ubiquitinylation, la phosphorylation, la méthylation ou encore
I’acétylation, qui permettent de réguler I’activité de ce dernier en modulant son interaction
avec ses partenaires ou en agissant sur sa stabilité/dégradation.

Ainsi, il a été montré que la stimulation par des cytokines telles que la
thrombopoiétine peut induire la phosphorylation du domaine de transactivation de RUNX1
par les kinases ERK1/2 (Hamelin et al., 2006). Cette phosphorylation augmente I’activité
transcriptionnelle de RUNXL1 en facilitant d’une part son association avec le coactivateur
p300 et d’autre part sa dissociation avec le corépresseur mSin3A (Imai et al., 2004). De fagon
similaire, la méthylation de RUNX1 par I’arginine méthyltransférase PRMT1 provoque une
diminution de son interaction avec le corépresseur mSin3A (Wang et al., 2009; Zhao et al.,
2008). Au contraire, la phosphorylation de RUNX1 par une kinase de la famille Src inhibe
son interaction avec GATA-1 et interfére avec la différentiation des mégacaryocytes (Huang
etal., 2012).(Biggs et al., 2006)

D’autre part, la stabilitt de RUNX1 est régulée par des modifications post-
traductionnelles. Notamment, il a été démontré que I’ubiquitinylation de RUNX1 favorise sa
dégradation par le protéasome et que I’interaction de RUNX1 avec CBFp empéche cette
ubiquitinylation et donc inhibe sa dégradation (Huang et al., 2001). La phosphorylation de
RUNX1 est d’ailleurs aussi impliquées dans le controle de sa dégradation : sa phosphorylation
par ERK1/2 peut favoriser son adressage au protéasome (Biggs et al., 2006) et celle médiéee
par la CDK Cdc20 favorise sa degradation par I’Anaphase Promoting Complex (APC/C)
(Biggs et al., 2006). En lien avec cette derniere observation, il a été montré que le niveau de
RUNX1 fluctue au cours du cycle cellulaire et qu’il chute a la transition M/G1 (Wang et al.,
2007).

Chez la Drosophile, trés peu de données existent sur une régulation post-
traductionnelle de I’activité des RUNX et de LZ en particulier. L activité de LZ est régulée
positivement par MLF (Bras et al., 2012). Cette régulation de I’activité des RUNX semble
d’ailleurs étre une caractéristique conservée des facteurs MLF et je reviendrai plus en détails
sur cet aspect au cours du prochain chapitre. Récemment, il a été montré que LZ est sumoylé
par la E3 SUMO ligase PIAS, de méme que les 3 protéines RUNX de mammifere, et que LZ
et dPIAS interagissent génétiquement pour contréler le développement de I’eil de la
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Figure 16 : Structure et mode d’action de la protéine de fusion RUNX1-ETO.

(A) La proteine oncogénique RUNX1-ETO contient la partie N-terminale de RUNX1, comprenant le
domaine de liaison a I’ADN Runt, fusionnée avec la quasi-totalité de la protéine ETO. NHR : Nervy
Homology Region (Adaptée de Blyth et al. 2005). (B) Il a été propose que RUNXI1-ETO agisse
comme un répresseur transcriptionnel des genes cibles de RUNXL1 en recrutant, via ETO, un
complexe répresseur comprenant les facteurs mSin3A, HDAC et N-CoR (Elagib et al., 2006).




Drosophile (Kim et al., 2014). Cependant, les conséquences moléculaires de cette
sumoylation sur I’activité de LZ n’ont pas été caractérisées. A ma connaissance rien d’autre

n’a été publié concernant la régulation post-traductionnelle de LZ.

I1.E. Facteurs RUNX et pathologies

11.E.1. RUNX et pathologies chez I’homme

Chez I’homme, RUNX1 est I’'un des genes les plus fréqguemment muté dans les
hémopathies malignes. Parmi les nombreuses altérations génétiques sont retrouvées aussi bien
des translocations chromosomiques que des mutations ponctuelles (somatiques ou familiales).

Le géne RUNX1 est egalement connu sous le nom d’AML1 (Acute Myeloid Leukemia
1) car il a éte identifié lors du clonage des génes affectes par la translocation t(8;21) associée
au développement d’environ 15% des LAM chez I’homme (Erickson et al., 1992; Miyoshi et
al., 1991). Cette translocation génere la protéine chimére RUNX1-ETO contenant les 177
acides aminés N-terminaux de RUNX1 (dont le domaine de liaison a I’ADN) fusionnes a la
quasi-totalité de la protéine ETO, un corépresseur de la transcription (Lam et Zhang, 2012;
Peterson et al., 2007) (figure 16A). Les études realisées dans des lignées cellulaires dérivées de
patients atteints de LAM t(8.21)+ (Kasumi-1 et SKNO-1) démontrent que I’expression de
RUNX1-ETO est nécessaire pour la prolifération et le blocage de la différenciation de ces
cellules (Martinez et al., 2004). Les études dans les modeles murins suggérent quant a elles
que la translocation t(8 ;21) agisse comme un événement initiateur mais que I’expression de
RUNXZ1-ETO ne soit pas suffisante et donc que d’autres altérations génétiques (de classe 1)
soient nécessaires au développement de LAM (Schessl et al., 2005; Wang et al., 2011b). En
accord avec ce modele, chez I’lhomme, des mutations activatrices dans c-KIT ou FLT3 sont
fréqguemment associées a la translocation t(8 ;21). Au niveau moléculaire, il a initialement été
proposé que, via le recrutement de répresseurs transcriptionnels par la partie ETO, RUNX1-
ETO agisse comme un antagoniste de RUNX1 (Elagib et Goldfarb, 2007; Matsuura et al.,
2012) (Figure 16B). Il apparait cependant que le mécanisme d’action de RUNX1-ETO soit
plus complexe. En effet, RUNX1-ETO est également capable d’agir comme activateur de la
transcription, ne régule I’expression que d’un sous-ensemble des cibles de RUNX1, et régule
également des genes qui ne sont pas des cibles de RUNX1 (Gardini et al., 2008; Okumura et
al., 2008; Ptasinska et al., 2012).
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Il a été montré que RUNXL est la cible de nombreux autres remaniements
chromosomiques associés a des hémopathies malignes (De Braekeleer et al., 2009). Ces
translocations sont presque toujours associées a des SMD et des LAM, une exception notable
étant la translocation t(12;21) qui est présente dans prés de 25% des leucémies aigies
lymphoides B chez I’enfant. En lien avec le role central de RUNXL1 dans le développement
normal ou cancéreux des cellules du lignage myéloide, il est aussi intéressant de noter que des
translocations affectant son partenaire CBFR et interférant avec la fonction de RUNX1 sont
fréquemment retrouvées dans des LAM (Blyth et al., 2005).

En plus de ces translocations qui générent des protéines chimériques entre RUNX1 et
un autre facteur, des mutations ponctuelles somatiques dans RUNX1 sont associées a 5 a 10%
des LAM et des SMD (Blyth et al., 2005; Harada et Harada, 2009). Ces mutations affectent
principalement le domaine runt ou le domaine de transactivation de RUNXL. Elles sont
regroupées en trois catégories : 1) les mutations bi-alléliques (trés rares) générant une protéine
non fonctionnelle, 2) les mutations mono-alléliques générant des versions tronquées de
RUNX1 pouvant potentiellement agir comme dominant négatif et 3) les mutations mono-
alléliques faux-sens dont le mécanisme d’action est plus énigmatique. D’autre part, des
mutations familiales haplo-insuffisantes de RUNX1 ont été identifiées dans une pathologie
héréditaire trés rare appelée FPD (Familial Platelet Disorder), pathologie caractérisée par une
thrombocytopénie (diminution du nombre de plaquettes) et associée a une prédisposition au
développement de LAM (Michaud et al., 2002; Song et al., 1999). Ainsi, une diminution du
niveau de RUNX1 semble altérer le développement des cellules sanguines et pourrait

favoriser I’émergence de cellules leucémiques chez I’Homme.

RUNX2 et RUNX3 sont également impliqués dans le développement de différentes
pathologies. En particulier, des mutations monoalléliques entrainant une diminution du niveau
d’expression de RUNX2 sont responsables d’une pathologie osseuse, la dysplasie cléido-
craniennes chez I’homme (Cohen, 2013), alors que sa surexpression est associée au
développement d’ostéosarcomes (Thomas et Kansara, 2006). De plus I’augmentation du
niveau d’expression de RUNX2 est associée au développement de lymphome des cellules T
chez la souris (Cameron et al., 2003). Concernant RUNXS3, il a été montré que son
inactivation chez la souris cause des cancers gastriques et, I’hyperméthylation de son
promoteur ainsi que des mutations monoalléliques ont été associées au développement de
cancers chez I’homme (Li et al., 2002). Cependant, ces conclusions font débat (Lotem et al.,
2015).
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L’ensemble de ces données montre qu’une régulation fine du niveau d’expression ou

de I’activité des RUNX est cruciale pour un développement correct.

11.E.2. La Drosophile comme modeéle pour I’étude de RUNX1-ETO

Alors que de nombreuses études ont été menées pour caractériser le mode d’action de
RUNX1-ETO en culture cellulaire ou dans des modeles murins, il reste difficile d’identifier
les genes qui participent a son activité oncogénique. Les outils génétiques disponibles chez la
Drosophile et les paralleles qui existent entre LZ et RUNXL ont incité certaines équipes a
utiliser la Drosophile pour tenter de mieux comprendre le mode d’action de RUNX1-ETO.
Une premiere étude réalisée par Wildonger et Mann (2005) a ainsi montré que RUNX1-ETO
peut interférer avec la fonction de 1z dans I’ceil et suggérait que RUNX1-ETO agisse comme
un répresseur constitutif des génes cible de LZ dans cet organe (Wildonger et Mann, 2005).

Par la suite, au laboratoire, notre équipe a quant a elle initié la caractérisation du mode
d’action de RUNX1-ETO lors du processus hématopoiétique chez la Drosophile. Les résultats
obtenus montrent que I’expression de cette protéine leucémogéne dans le domaine
d’expression de LZ induit d’une part, une létalité 100% pénétrante au stade de pupe et, d’autre
part, des phénotypes de type “pré-leucémiques” chez la larve. En effet, I’expression de
RUNX1-ETO dans les cellules sanguines RUNX+ (LZ+) induit chez la larve une
accumulation de progéniteurs exprimant LZ mais bloqués dans leur différentiation en cellules
a cristaux (Osman et al., 2009). De plus, grace a un crible génétique par RNAI in vivo,
plusieurs genes requis pour I’activité « leucémogene » de RUNX1-ETO chez la Drosophile
ont pu étre identifiés (Osman et al., 2009). La caractérisation de certains d’entre eux a montré
que leurs homologues étaient aussi requis pour I’activité de RUNX1-ETO dans des cellules
leucémiques humaines (Bras et al., 2012; Breig et al., 2014; Osman et al., 2009); montrant
ainsi que la Drosophile peut permettre d’identifier des genes importants pour I’activité de
RUNX1-ETO.

Enfin, I’équipe du Dr U. Banerjee a également utilisé la Drosophile pour étudier le
role de RUNX1-ETO au cours de I’hématopoiese (Sinenko et al., 2010). Dans cette étude
I’expression de RUNX1-ETO a été induite dans la quasi-totalité des hémocytes circulants et
de la glande lymphatique. Cette expression induit une forte augmentation du nombre de
progéniteurs hématopoiétiques. La réalisation d’un crible génétique a la aussi permis
d’identifier des modulateurs des phénotypes causés par RUNX1-ETO qui pourraient étre
impliqués dans les LAM chez I’Homme.
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Ainsi, ces données apportent un exemple supplémentaire de I’intérét de la Drosophile
comme modeéle pour I’étude des fonctions normales et pathologiques des facteurs de type

RUNX au cours de I’hématopoiese.
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Figure 17 : Représentation schématique des membres de la famille MLF chez I’'Homme et la
Drosophile.

La protéine de fusion NPM-MLF1 produite par la translocation t(3;5) est composee de la région N-
terminale de NPM1 (acide aminés 1 a 175) fusionnée a la quasi-totalité de MLF1 (acides aminées 16 a
268). Chez la Drosophile, il existe quatre isoformes de MLF produites par épisssagealternatif et qui
different par leurs extrémités N ou C-terminales. La plus étudiée, dMLF-A, est représentée ici. Les
différents domaines identifiés dans ces protéines sont indiqués : NLS: nuclear localization signal,
OLIGOM: NPM1 oligomerization domain, 14-3-3 : motif consensus de liaison aux protéines 14-3-3 et
MHD: MLF homology domain. Le pourcentage d’identité entre les protéines de la famille MLF ou de
leur domaine d’homologie sont également indiqués. (D’aprés Gobert et al., 2012).



I11. Les facteurs Myeloid Leukemia Factor, MLF

Les facteurs MLF (Myeloid Leukemia Factor) forment une famille de protéines
conservée au cours de I’évolution et dont le membre fondateur est impliqué dans le
développement de LAM et de SMD chez I’lhomme (Yoneda-Kato et al., 1996). Cependant

leurs fonctions et leur mode d’action demeurent trés peu caractérisés.

I11.LA. La famille MLF : Une famille conservée au cours de

I’évolution

111.A.1. La famille MLF chez les mammiféres

Le membre fondateur de la famille MLF, MLF1 (Myeloid Leukemia Factor 1), a été
identifié en 1996 en clonant les points de cassure de la translocation t(3;5)(g25.1;q34), un
réarrangement chromosomique associé au développement SMD et de LAM (Yoneda-Kato et
al., 1996) (Figure 17). Les proteines de la famille MLF semblent présentes chez tous les
métazoaires (Martin-Lannerée et al., 2006). Chez les mammiferes, la famille MLF est
constituée de deux membres présentant pres de 40% d’identité entre eux : MLF1 et MLF2. Au
niveau moléculaire, h(MLF1 et hMLF2 sont des protéines nucléo-cytoplasmiques relativement
petites (+/- 270 acides aminés). hMLF1 posséde deux motifs lui permettant de naviguer entre
le noyau et le cytoplasme : un motif d’export nucléaire (NES) en N-terminal et un signal de
localisation nucléaire (NLS) en C-terminale (Yoneda-Kato et Kato, 2008). A I’exception d’un
domaine central conservé au sein de la famille MLF et d’un domaine de liaison aux protéines

14-3-3(, hMLF1 et hMLF2 sont dépourvues de structures ou motifs particuliers (Figure 17).

111.A.2. MLF chez la Drosophile

Chez la Drosophile un seul gene, situé dans la région 52D du chromosome Il, code
pour MLF. Il existe quatre isoformes qui sont issues d’épissage alternatif (MLF-A a D) et qui
contiennent entre 273 et 376 acides aminés (Martin-Lannerée et al., 2006) (figure 18A).
L’isoforme principale, MLF-A, présente 28% d’identité avec hMLF1 et hMLF2 (Gobert et

al., 2012). La région centrale de MLF (acide aminés 96 a 202), région la plus conservée,
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Figure 18 : Transcrits et mutants mif chez la Drosophile.

(A) Structure des transcrits dmlf. L’étendue des délétions de mIf dans chacun des deux alléles mutants
disponibles (dmIfACt et dmlfA5-3) est indiquée. (B) Phénotypes observés chez les Drosophiles adultes
mutantes pour mlf. Photos de la téte (A, B, C) ou d’une aile (A", B’, C’) de Drosophile du génotype
indiqué. Les Drosophiles mutantes pour dmlf présentent une absence de microchaetes (B) ainsi que la
formation de veines ectopiques au niveau de la veine L2 des ailes (B’). Ces phénotypes sont sauveés
par réexpression de hMLF avec le pilote ubiquitaire actine5C (C et C’). (D’aprés Martin-Lannerée et
al.,2006).



posséde quant a elle environ 50% d’identité avec hMLF1 et hMLF2 (figure 17). Un signal
d’export nucléaire (NES) et deux sites de localisation nucléaire (NLS) ont été identifiés dans
MLF et une étude montre que ces deux NLS sont requis pour permettre I’adressage nucléaire
de MLF-A dans des cellules de Drosophile en culture (Sugano et Yamaguchi, 2007). Enfin,
excepté un site de liaison aux protéines adaptatrices de la famille 14-3-3 en carboxy-terminal,
MLF ne posséde pas d’homologie avec des protéines déja connues permettant de formuler
d’hypothese quant a sa fonction moléculaire.

Le profil d’expression de mlf montre qu’il présente une forte contribution maternelle
pendant les premiers stades embryonnaires avant d’étre exprimé, apres le stade blastoderme,
de maniére ubiquitaire dans I’embryon. Cette expression est cependant plus forte dans le
systéeme nerveux central, les gonades, le tube digestif et les cellules a cristaux (Bras et al.,
2012; Martin-Lannerée et al., 2006). Aux différents stades larvaires mif est également exprimé
ubiquitairement (Martin-Lannerée et al., 2006). La protéine MLF est observée a la fois dans le
noyau et le cytoplasme, dans des ratios différents selon les tissus et les stades de
développement (Martin-Lannerée et al., 2006).

La mobilisation imprécise d’un élément transposable situé dans le 1*" intron de mlf a
permis de générer deux alléles mutants nuls pour mlf. Dans le premier mutant, le codon
d’initiation de la traduction et la région la plus conservée ont été eliminés alors que dans le
second la majeure partie de la région codante est absente (Figure 18A). A I’état homozygote,
une partie des individus mutant pour mlf survivent jusqu’au stade adulte et ne présentent pas
de défauts morphologiques marqués mise a part la perte de certaines soies appelées
microchaetes au niveau de la téte ainsi que la formation de veines ectopiques au niveau de la
veine L2 des ailes (figure 18B) (Martin-Lannereée et al., 2006). Les premiéres analyses de ces

mutants pour mif n’ont donc pas permis de révéler clairement ses fonctions in vivo.

I11.B. R6le des membres de la famille MLF dans I’hématopoiése

et la leucémogenése

111.B.1. hMLF1 dans le développement des MDS et des LAM

hMLF1 a été identifié en clonant les points de cassure de la translocation
chromosomique t(3;5)(g25.1 ; q34) associée au développement de LAM et de MDS (Lim et

al., 2010; Yoneda-Kato et al., 1996). Cette translocation rare est a I’origine de la production
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de la protéine de fusion NPM-MLF1 qui est composée de la partie N-terminale de la
Nucléophosmine (NPM), contenant un signal de localisation nucléaire et un domaine de
dimérisation, fusionnée a la quasi-totalitt¢ de MLF1 (figure 17). NPM est une protéine
nucleolaire impliquée dans de nombreuses fonctions telles que le transport de protéines
ribosomales, le contrble de la progression du cycle cellulaire, le maintien de la stabilité du
génome ou encore I’assemblage/désassemblage des nucléosomes (Colombo et al., 2011).
Différentes données soutiennent un réle direct de NPM-MLF1 dans la transformation
maligne. En effet, I’expression de NPM-MLF1 augmente le potentiel prolifératif des
progéniteurs hématopoiétiques in vitro et facilite la transformation oncogenique induite par
RasV12 dans des fibroblastes embryonnaires murins (Lee et al., 2012; Yoneda-Kato et Kato,
2008). NPM1 est également muté dans de nombreux autres cas de leucémies et est impliqué
dans deux autres translocations, I’une avec ALK et I’autre avec RARa (Falini et al., 2007). I
a éte proposé que dans le cas des translocations, NPM convertisse ses partenaires de fusion en
oncoprotéines en leur apportant un domaine d’oligomérisation ainsi qu’un NLS. En effet,
alors que MLF1 est majoritairement retrouvée au niveau du cytoplasme, NPM-MLF1 est
quant a elle nucléaire et ce que ce soit apres transfection ou dans des cultures primaires
MDS/AML t(3 ;5) (Falini et al., 2006; Ohno et al., 2000). 1l est également a noter que suite a
cette translocation t(3 ;5) I’expression de MLF1 est dérégulée puisqu’il se retrouve sous le
contréle des régions 5’ régulatrices de NPM1. D’autre part, il a été observé que I’expression
de MLF1 augmente au cours de la progression de MDS en AML et qu’une expression élevée
de MLF1 chez des patients ne portant pas la translocation t(3 ;5) est associée a un mauvais
pronostic. Ainsi, la dérégulation de I’expression de MLF1 pourrait participer a la
transformation maligne des cellules myéloides (Matsumoto et al., 2000). Par ailleurs MLF1
pourrait avoir une fonction oncogénique dans d’autres tissus. En effet, MLF1 est surexprimé
dans des carcinomes squameux du poumon (Sun et al., 2004) et est amplifié dans des
carcinomes de I’cesophage (Chen et al., 2008). A I’inverse, une étude trés récente a mis en
évidence une perte totale de MLF1 dans des cas de leucémies aigués lymphoides T du
nourrisson (Mansur et al., 2015). MLF1 pourrait donc jouer un r6le de suppresseur de tumeur
ou d’oncogene selon les cellules. A I’heure actuelle le réle et mécanisme d’action de MLF1

dans la transformation leucémique restent donc a établir.

111.B.2. MLF1 et I’hématopoiése chez les mammiféres
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Jusqu’a présent les fonctions de MLF1 au cours de I’hématopoiese chez I’Homme
n’ont pas été caractérisées, mais son profil d’expression suggere qu’il est impliqué dans la
différenciation des cellules hématopoiétiques en contexte normale. En effet, MLF1 est
fortement exprimé dans les cellules progénitrices CD34+ et son expression diminue des
I’engagement de ces cellules vers la différenciation myéloide et érythroide (Matsumoto et al.,
2000).

Chez la souris, MLF1/HLS7 (Hematopoietic Lineage Switch 7), a été identifié au
cours d’un crible visant a mettre en évidence les genes contrdlant la transition de cellules
érythroleucémiques (J2E) vers des cellules présentant une morphologie typique de cellules
myéloides immatures (J2E-m2) (Williams et al., 1999). En effet, I’expression ectopique de
MLF1 dans des cellules J2E diminue leur capacité a se différencier en érythrocytes matures
(capables de synthétiser de I’hémoglobine) en réponse a I’érythropoiétine et provoque
I’acquisition de phénotypes de type monocytes immatures. MIfl peut donc induire la
reprogrammation des cellules érythroleucémiques vers des monocytes, phénomeéne appelé
« lineage switching ». De plus, la surexpression de MLF1 dans des cellules hématopoiétiques
primaires issues de foie feetal ainsi que dans différentes lignées cellulaires a permis de
confirmer qu’il promeut la différenciation des cellules myéloides et inhibe celle des cellules
érythroides (Williams et al., 1999; Winteringham et al., 2004). Cependant, I’invalidation de

mifl chez la souris n’a toujours pas été réalisée et sa fonction in vivo reste donc a déterminer.

111.B.3. MLF et I’hématopoiése chez la Drosophile

Chez la Drosophile, MLF est fortement exprimé dans un des trois principaux lignages
sanguins, les cellules a cristaux, et ce aussi bien aux stades embryonnaires que larvaires (Bras
et al., 2012; Martin-Lannerée et al., 2006). De plus, il a ét¢ montré que mlIf est une cible
transcriptionnelle directe de LZ dans ces cellules (Bras et al., 2012; Ferjoux et al., 2007).
D’autre part, MLF a été identifié en tant que régulateur positif de I’activité du complexe
SRP/LZ lors d’un crible pan génomique par interférence a I’ARN (RNAI) visant a identifier
des modulateurs de I’activité de ce complexe en culture cellulaire. En effet, I’inhibition de
I’expression de MLF par RNAI dans les cellules Kc167 (une lignée dérivée d’hémocytes
embryonnaires) entraine une diminution de la transactivation d’un géne rapporteur cible de

SRP/LZ (Gobert et al., 2010). Les résultats obtenus par la suite ont permis de montrer que
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MLF régule I’activité de ce complexe en permettant I’expression stable de LZ aussi bien in
cellulo dans les Kc167 qu’in vivo dans les cellules a cristaux (Bras et al., 2012).

En lien avec son rdle dans la régulation du niveau de LZ, MLF régule le
développement du lignage hématopoiétique LZ+ embryonnaire et larvaire (Bras et al., 2012).
Pendant I’hématopoiese embryonnaire, MLF est requis pour le maintien des cellules LZ+. En
absence de mlf, ces cellules sont spécifiées normalement mais leur nombre diminue
progressivement au cours du développement de I’embryon. Ce phénotype est probablement
lié a un défaut d’accumulation de LZ qui empéche I’autorégulation de I’expression de Iz et le
maintien des cellules a cristaux embryonnaires. En effet, la réexpression de LZ dans les
cellules LZ+ est capable de restaurer un nombre normal de cellules a cristaux dans les
embryons mutants pour mif. De facon étonnante, dans les larves mutantes pour mlf, on
observe une augmentation du nombre de cellules LZ+ en circulation sans blocage apparent de
leur différenciation en cellules a cristaux. Ce phénotype « myélodysplasique » est
accompagneé d’une diminution du niveau de LZ et, comme dans I’embryon, est sauvé par la
réexpression de LZ, suggérant que les phénotypes associés a la perte de MLF sont dus a la
diminution du niveau de LZ.

L ensemble de ces résultats montre donc que I’induction de I’expression de MLF par
le complexe SRP/LZ contribue au développement des cellules a cristaux par une boucle de
rétrocontréle positif sur I’activité de LZ.

Il est intéressant de noter ici que la régulation du niveau de LZ par MLF n’est pas
observée uniquement dans le systeme hématopoiétique. En effet, une analyse clonale réalisée
chez la larve montre que MLF est aussi requis pour I’expression normale de LZ dans le disque
d’ceil. Cependant, I’absence de MLF n’induit qu’une diminution assez faible du niveau de LZ
dans ce disque et ne s’accompagne pas de défauts morphologiques de I’eeil adulte (Bras et al.,
2012).

Pour finir, des résultats préliminaires suggérent que mif est impliqué dans le controle
de I’homeéostasie de la glande lymphatique puisqu’en absence de MLF cet organe est
hyperplasique et présente une diminution de la population de prohémocytes au profit de

cellules différenciées (Bras et al., 2012).

111.B.4. Conservation de MLF entre la Drosophile et I’Homme

Différentes données révelent un étonnant niveau de conservation du role de MLF dans

les cellules sanguines entre la Drosophile et I’Homme. D’une part, la protéine MLF1 humaine
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peut se substituer a MLF dans le lignage des cellules a cristaux puisque les phénotypes
hématopoiétiques observés en contexte mutant pour mlf (augmentation du nombre de cellules
a cristaux et diminution du niveau de LZ) sont sauvés par hMLF1. D’autre part, MLF est
aussi requis pour I’expression et I’activité de la protéine leucémogene humaine RUNX1-ETO
dans le modéle Drosophile de « leucémie » induite par cette protéine de fusion (Bras et al.,
2012). De facon similaire, la déplétion de hMLF1 dans des cellules leucémiques t(8 ;21)+
induit une diminution de I’expression de RUNX1-ETO et de la prolifération de ces cellules.
Ces résultats suggerent donc que la régulation de I’expression de facteurs de type RUNX est
une caractéristique conservée des protéines MLF qui pourrait jouer un role dans certaines
leucémies (Bras et al., 2012). 1l est également intéressant de noter ici que LZ et RUNX1-ETO
ont en commun leur domaine de liaison a I’ADN, domaine également commun a tous les
membres de la famille RUNX. Il est donc envisageable que MLF régule le niveau
d’expression de RUNX1, RUNX2 et RUNXS3, protéines dont la dérégulation du niveau

d’expression a été associée a diverses pathologies chez I’Homme.

I11.C. Autres fonctions des protéines MLF

111.C.1. MLF et suppression de la toxicité induite par les protéines

a poly-glutamines

Chez I’homme, les expansions de glutamines (poly-Q) sont a I’origine de nombreuses
pathologies neurodégénératives. Parmi ces pathologies on retrouve la maladie de Huntington
(MH), la maladie de Kennedy ou amyotrophie spino-bulbaire (SBMA), I’atrophie dentato-
rubro-pallido-luysienne (DRPLA) et 6 ataxies spino-cérébelleuses dominantes (ADCA de
type 1, 2, 3, 6, 7, et 17). Les protéines a poly-glutamines s’accumulent, s’agregent entre elles
et deviennent toxiques pour la cellule. De nombreuses études ont utilisé la Drosophile comme
modele pour I’étude de la toxicité de ces protéines ainsi que pour I’identification de facteurs
régulant cette toxicité par des cribles génétiques. Ainsi, il a été démontré que I’expression de
protéines polyQ est toxique pour les cellules de I’eeil de Drosophile, entrainant une
dégénération/dépigmentation progressive de I’eil chez I’adulte, et que la surexpression de
MLF (tout comme celle de hMLF1 ou hMLF2) permet de réduire cette toxicité (Kazemi-
Esfarjani et Benzer, 2002; Martin-Lannerée et al., 2006). Dans ce modele, la surexpression de

MLF améliore en effet I’aspect extérieur de I’ceil mais les agrégats protéiques sont cependant
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toujours présents dans les cellules. De maniére intéressante MLF se localise d’ailleurs au
niveau de ces agrégats. Il est également a noter que ce systeme modele a également permis
d’identifier plusieurs protéines chaperonnes dont la protéine DNAJ1 en tant que suppresseur
de toxicité induite par les polyQ (cf Chapitre 1V).

Dans des cellules primaires neuronales de rat, la surexpression de polyQ induit
également la formation d’inclusions intranucléaires toxiques pour les cellules qui présentent
une inhibition de la croissance dendritique associée a une réduction du volume somatique.
Ces phénotypes sont également supprimés par la surexpression de dMLF, hMLF1 ou hMLF2,
suggerant a nouveau que la suppression de la toxicité induite par les protéines polyQ est une
fonction conservée des protéines MLF (Kim et al., 2005). Il est a noter que si la présence
d’inclusions cristallines ne semble pas affectée par la surexpression de MLF dans I’ceil de
Drosophile, MLF diminue le pourcentage de cellules présentant ces inclusions dans les
cellules neuronales de rat. De maniére intéressante, dans ce contexte, MLF réduit aussi le
recrutement de la protéine chaperonne Hsp70 dans ces inclusions.

Un autre lien entre MLF, polyQ et protéines chaperonnes pourrait étre les protéines de
la famille 14-3-3. En effet, les membres de la famille MLF présentent un site de liaison aux
protéines 14-3-3. Ces protéines ont initialement été décrite en tant que régulateur de la
conformation tridimensionnelle de nombreuses protéines (Obsil et al., 2001; Tzivion et al.,
1998) mais il a été proposé que la protéine 14-3-3( agisse comme une chaperonne (Yano et
al., 2006) puisqgu’elle possede des caractéristiques propres a cette famille de protéines (cf
chapitre 1V). Notamment 14-3-3(, tout comme les protéines de la famille 14-3-3 (sept chez les
mammiferes contre deux chez la Drosophile), possede une activité d’hydrolyse de I’ATP, et
I’expression de 14-3-3C est induite suite a un choc thermique par le facteur de transcription
HSF (Heat-Shock Factor). De plus, 14-3-3¢ est impliquée in vivo chez la Drosophile dans la
re-solubilisation de I’apocytochrome c¢, complexe protéique mitochondrial qui forme des
agrégats en contexte de choc thermique, ainsi que dans la re-solubilisation (in vitro et en
collaboration avec les protéines Hsp70/Hsp40) des agrégats formés par la citrate synthase.
Enfin, 14-3-3C et € contribuent & la cytotoxicité induite par une protéine polyQ dans un

modele Drosophile d’ataxie spino-cérébelleuse (Chen et al., 2003).

111.C.2. MLF et cycle cellulaire

I11.C.2.a. Chez les mammiféres

51



Différentes observations pointent un role de MLF1 au cours du cycle cellulaire et plus
spécifiqguement lors de la transition G1/S. En effet, la surexpression de hMLF1 prévient la
différenciation érythroide des cellules érythroleucémiques J2E induites par I’érythropoiétine
en empéchant I’arrét du cycle cellulaire dépendant de [P’inhibition du complexe
CyclineE/CDK2 par p27%" (Winteringham et al., 2004). L’action de hMLF1 conduit & la
stabilisation de deux composants du complexe E3 ubiquitine ligase SCF, la Cullinl et Skp2,
complexe impliqué dans la dégradation de p27"'* par le protéasome. Au contraire, la
surexpression de hMLF1 dans des fibroblastes de souris induit un arrét du cycle cellulaire en
phase G1 de maniére dépendante de p53. Dans ce cas, il a été proposé que hMLF1 stabilise
p53 en interférant avec la sous-unité 3 du complexe signalosome COP9 (CSN3) qui est
impliqué dans la dégradation de p53 (Yoneda-Kato et al., 2005). Il apparait donc que selon les
contextes hMLF1 puisse agir soit comme un régulateur positif soit comme un régulateur
négatif de la prolifération cellulaire.

Un élement de contrdle de la fonction de MLF1 dans le cycle cellulaire pourrait passer
par la régulation de sa localisation subcellulaire. En effet, il a ét¢é montré que hMLF1 est
nucléaire dans les cellules sanguines immatures mais s’accumule dans le cytoplasme des
cellules différenciées (Winteringham et al., 2006). De plus, la mutation du signal d’export
nucleaire de hMLF1 augmente son activité antiproliférative et interféere avec le potentiel
oncogenique de NPM-MLF1 (Yoneda-Kato et Kato, 2008). Trois partenaires de MLF1 ont été
proposés comme régulateurs de sa localisation subcellulaire : hnRNP-U-L2/MANP (MLF1-
Associated Nuclear Protein) favoriserait son accumulation nucléaire alors que MADM
(MLF1-Associated Molecule), en phosphorylant le motif de liaison aux protéines 14-3-3 de
MLF1, favoriserait son interaction avec 14-3-3( et participerait a sa rétention cytoplasmique
(Lim et al., 2002; Winteringham et al., 2006). Cependant, des travaux récents suggérent que la
localisation subcellulaire de hMLF1 est indépendante des protéines 14-3-3 (Molzan et
Ottmann, 2013).

111.C.2.b. Chez la Drosophile

Chez la Drosophile la surexpression de MLF dans les disques imaginaux d’ceil ou
d’aile entraine a la fois une entrée en apoptose et une augmentation de la réplication des
cellules (Fouix et al., 2003). De plus, MLF a été identifié lors d’un crible double hybride
visant & mettre en évidence les partenaires de DREF (DNA Replication Enhancer Factor)
(Ohno et al., 2000). Ce facteur de transcription est connu pour promouvoir I’expression de
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nombreux génes impliqués dans la réplication de I’ADN et la prolifération comme par
exemple les génes codant la DNA polymérase alpha (les deux sous-unités de 180 et 73 kDa),
PCNA, dE2F1 ou encore la Cycline A. Il a été montré que le phénotype induit par la
surexpression de DREF dans le disque imaginale d’ceil est fortement supprimé par la
surexpression de MLF (Ohno et al., 2000) et une étude récente propose que MLF interagisse
avec DREF pour activer la transcription de la kinase de la voie JNK, basket, et ainsi induire
I’apoptose (Yanai et al., 2014). Enfin, les phénotypes causés par la surexpression de MLF
dans I’eeil sont sensibles a la présence de deux protéines qui interagissent avec ce facteur :
CSN3 (Sugano et al., 2008) et Suppressor of Fused (Su(fu)), un régulateur négatif de la voie
Hedgehog (Fouix et al., 2003). Il semble donc que, comme chez les mammiféres, la

surexpression de MLF affecte la progression des cellules dans le cycle cellulaire.

111.C.3. Fonctions de MLF2

Mis a part sa capacité a supprimer la cytotoxicité polyQ (cf ci dessus), trés peu de
données sont disponibles sur MLF2 chez les vertébrés. Chez le poulet, la résistance a une
infection par des parasites intestinaux (coccidiose) qui affecte la croissance est associée a des
polymorphismes dans MLF2 (Hong et al., 2011; Kim et al., 2010). D’autre part, il a été
montré récemment que I’inhibition de hMLF2 interfere avec la croissance de tumeurs du sein
et le développement de métastases dans un modéle de xénogreffe chez la souris, et des
mutations ponctuelles potentiellement « gain de fonction » dans MLF2 (D12H ou R158W)
ont éte trouvées dans des métastases pulmonaires des patients atteints de cancer du sein (Dave
et al., 2014). De facon intéressante, I’expression de MLF2 semble régulée par la voie de
I’hypoxie et pourrait agir sur les tumeurs en promouvant I’expression des NOS (Nitric Oxyde

Synthase).

53



Figure 19 : Les protéines chaperons et le maintien de I’homéostasie des protéines.

Les protéines chaperons participent au repliement des protéines néosynthétisées ou mal repliées et
empéchent ainsi leur agrégation. Lorsqu’il y a formation d’agrégats protéiques elles sont également
impliquées dans les processus de désagrégation. Dans le cas ou les protéines ne peuvent pas étre
repliées correctement, elles sont adressées aux voies de dégradation protéolytiques et dégradées. Les
protéines monomeériques sont plutdt dégradées par la voie Ubiquitine/protéasome alors que les
agrégats sont eux eliminés par un mécanisme d’autophagie. (D’apres Yujin et al.,2013).




IV. Les chaperons de la famille DnaJ/Hsp40

Ayant identifié le co-chaperon DNAJL en tant que partenaire de MLF impliqué dans le
développement des cellules a cristaux chez la larve, dans ce dernier chapitre je décrirai plus
en détail les protéines de cette famille, leur lien fonctionnel avec les protéines de la famille
HSP70, les données existant sur le role de ces deux familles de chaperons au cours de

I’hématopoiese ainsi que leur lien avec le développement de pathologies.

IV.A Généralités sur les chaperons

Les protéines de la famille DnalJ/Hsp40 appartiennent a la grande famille des
chaperons moléculaires. Ces derniers sont retrouvés aussi bien chez les bactéries que chez les
végétaux et les eucaryotes supérieurs et représentent le systeme le plus conservé du régne
vivant (Lindquist, 1986). Ce sont les gardiens de I’homéostasie des protéines dans la cellule
en condition physiologique et en condition de stress (Saibil, 2013). Les chaperons lient des
substrats protéiques (ou « clients ») dont ils modulent I’intégrité ou I’activité par différents
mécanismes. lls régulent de nombreux processus allant du repliement des protéines néo-
synthetisées ou mal-repliees a la régulation de leur stabilité et de leur localisation
subcellulaire. En condition physiologique, ils reconnaissent des régions hydrophobes des
protéines en cours de synthese et préviennent ainsi les interactions aspécifiques avec d’autres
protéines ainsi que la formation d’agrégats insolubles létaux pour la cellule. En condition de
stress, les chaperons interagissent avec les protéines dénaturées/mal repliées et tentent de les
replier correctement. Si les protéines ne peuvent pas étre repliées correctement, elles sont
adressées aux voies de dégradation protéolytiques et dégradées (Figure 19). Les chaperons
jouent donc un réle cytoprotecteur, ils protégent les cellules contre différents types de stress et
permettent de ce fait a I’organisme de survivre dans des conditions défavorables.

1V.B Les protéines de choc thermique

Le plus grand et le mieux caractérisé des groupes de chaperons est composé des

protéines Hsp pour « Heat Shock Protein ». La réponse au choc thermique a été découverte en
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1962 par Ritossa, qui a caractérisé une transcription anormale de certains loci sur les
chromosomes polyténes de glandes salivaires de Drosophiles suite a une élévation de la
température (Jamrich et al., 1977). Les études menées depuis montrent que d’autres stress
comme le stress de réticulum endoplasmique, les carences nutritives ou les infections virales,
peuvent induire ou augmenter I’expression des Hsp (Arrigo, 2005). De plus, certaines Hsp
sont constitutivement exprimées et possédent des fonctions de ménage (\Vos et al., 2008). De
nombreuses Hsp sont des chaperons et jouent un réle important dans I’homéostasie des
protéines en se liant aux polypeptides néo-synthétisés, en catalysant leur maturation
conformationnelle ou en participant au contréle qualité des protéines. Elles interviennent aussi
lors des translocations protéiques dans les différents compartiments cellulaires.

L’induction de I’expression des génes codant les protéines de stress s’effectue suite a
la trimérisation de facteurs de transcription spécifiques nommés HSF (Heat Shock Factor).
Les HSF sont constitutivement liés a certaines Hsp ubiquistes. Lors d’un stress, I’affinité entre
les résidus hydrophobes des protéines dénaturees et les Hsp étant plus importante que celle
entre les Hsp et les HSF, la liaison entre les Hsp et les HSF est déstabilisée ce qui entraine la
libération des HSF dans le cytosol. Suite a leur trimérisation et a leur phosphorylation ils vont
migrer dans le noyau et se lier aux séquences consensus HSE (Heat Shock Element) localisées
sur les promoteurs des génes de choc thermique pour en activer I’expression (Wu, 1995).

Selon leur poids moléculaire, chez les mammiferes, les Hsp sont regroupées en six
familles principales : Hsp110, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp47 et la famille des petites protéines
de stress, les sHsps pour « small Hsp ». Ces familles possédent des propriétés communes mais
également des specificités vis-a-vis de leur localisation subcellulaire (cytoplasme,
mitochondrie, RE), de leur mécanisme d’action, de leur dépendance a I’ATP ou de leur nature
inductible ou non. Il est a noter ici qu’historiquement les chaperons inductibles sont notés Hsp
(Heat shock protein) alors que les chaperons exprimés de maniére constitutive sont notées Hsc
(Heat shock cognate protein). Ces chaperons forment un vaste réseau moléculaire que I’on
peut schématiquement subdiviser en quatre familles de chaperons ATP-dépendant (Hsp60,
Hsp70, Hsp90 et Hspl00) dont I’activité est modulée par leur interaction avec des co-
chaperons spécifiques tels que DnaJ/HSP40 pour les Hsp70 ou les co-chaperons a domaine
TRR pour les Hsp90.

IV.C. Les protéines de la famille DnaJ : Description
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Figure 20 : Mode d’action canonique et structure tridimensionnelle des protéines de la famille
Hsp70

(A) Cycle d’activation canonique des Hsp70. (1) DnaJ, qui possede une affinité importante pour
Hsp70 lié a I’ATP, reconnait un substrat spécifique et (2) le présente au chaperon Hsp70. (3) Dnal
stimule I’activité ATPasique de Hsp70, et I’hydrolyse de I’ATP en ADP induit un changement de
conformation de la poche de liaison du substrat, ce qui permet de modifier sa conformation. Comme
DnalJ possede une affinité réduite pour Hsp70 lié a I’ADP, il est libéré. (4) La liaison du facteur NEF
(nucleotide exchange factor) au chaperon Hsp70 entraine (5) la libération de la molécule d’ADP et (6)
la liaison d’une nouvelle molécule d’ATP qui va ainsi induire I’ouverture de la poche C-terminale de
Hsp70 et (7) la libération du substrat modifié. Un méme substrat peut subir plusieurs cycles successifs
si nécessaire. (B) Structure des protéines Hsp70. Ces chaperons sont schématiquement constitués de
deux « poches », I’une N-terminale qui lie I’ATP et porte I’activité ATPasique, I’autre C-terminale qui
fixe le substrat et permet son repliement. Ces deux poches sont connectées par une séquence linker
flexible (d’aprés Kampinga et Craig, 2010).



1V.C.1. Le couple Hsp70-DnaJ

Le membre fondateur de cette famille, DnaJ, a été identifiées chez Escherichia coli en
tant que régulateur de I’activité ATPase de DnaK, I’homologue de Hsp70 (Yochem et al.,
1978). Chez cette bactérie, DnaK est constituée schématiquement de deux « poches », I’une
N-terminale qui lie I’ATP et porte I’activité ATPasique, I’autre C-terminale qui fixe le
substrat et permet son repliement. Son cycle d’activation pour I’aide au repliement des
protéine suit le modele suivant (Figure 20): la liaison de DnaK a I’ATP lui permet d’adopter
une conformation ouverte avec la poche de liaison au substrat exposée. Parallelement, le co-
chaperon DnaJ, interagit transitoirement avec le substrat via son domaine C-terminal et avec
DnaK via son domaine J (N-terminal). DnaJ transfere le substrat a DnaK et stimule son
activité ATPasique. L hydrolyse de I’ATP en ADP induit un changement de conformation de
la poche de liaison du substrat, ce qui permet de modifier sa conformation. Comme Dnal
posseéde une affinité réduite pour DnaK lié a I’ADP, il est libéré. La liaison d’une nouvelle
molécule d’ATP induit I’ouverture de la poche C-terminale de DnaK, d’ou la libération du
substrat modifié. Un méme substrat peut subir plusieurs cycles successifs si nécessaire, ou
étre dirigé vers le protéasome pour étre dégradé en cas d’échec. Les protéines de la famille
DnaJ/Hsp40 interviennent donc de maniere canonique dans la présentation du peptide substrat
aux protéines chaperons Hsp70 ainsi que dans la stimulation de I’activité d’hydrolyse de
I’ ATP de ces derniéres.

Bien que I’effet majeur de DnalJ sur DnaK soit la stimulation de son activité
ATPasique, DnaJ posseéde également une activité de chaperon par elle-méme. Ainsi elle est
capable de renaturer la luciférase dénaturée in vitro (Fink, 1999). De plus, certaines protéines
DnaJ sont des régulateurs directs ou indirects des chaperons de la famille Hsp90 (Sterrenberg
etal., 2011).

1V.C.2 Structure et classification des protéines de la famille DnaJ

Au niveau moléculaire, toutes les protéines de la famille Dnal possédent,
généralement en amino-terminal, un domaine J leur permettant d’interagir avec les protéines
Hsp70s (Corsi et Schekman, 1997; Szyperski et al., 1994). Ce domaine est constitué d’environ
70 acides aminés organisés en une structure formée de quatre hélices et d’une boucle située

entre les hélices 11 et Il et qui contient un motif hautement conservé, le motif HPD
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Figure 21 : Classification et domaines fonctionnels des protéines de la famille DnaJ/Hsp40.

(A) Selon les domaines qu’elles possedent les protéines de la famille DnaJ sont regroupées en trois
groupes distincts. Dans le premier groupe (type 1), le domaine J est suivi d’un domaine riche en
glycine/phénylalanine (G/F) et par une répétition de cystéines (Cys-riche), les protéines du deuxiéme
groupe (type Il) possédent uniquement le domaine riche en glycine/phénylalanine alors que celles du
troisieme groupe (type I11) ne possede aucun de ces deux domaines et leur domaine J peut se situer
n’importe ou. (B). Structure tridimensionnelle du domaine J de DnaJ de E. coli. Ce domaine est
organisés en une structure formée de quatre hélices et d’une boucle située entre les hélices Il et 11 et
qui contient un motif hautement conserve et essentiel a la stimulation de I’activité ATPase des Hsp70,
le motif Histidine-Proline-Acide aspartique (His-Pro-Asp). (Adapté de Sterrenberg et al., 2011)




(Histidine-Proline-Acide aspartique) qui est essentiel a la stimulation de I’activité ATPase des
Hsp70 (Figure 21A) (Qian et al., 1996).

Chez I’homme la famille des protéines Hsp40/Dnal est composée de 49 membres
(contre 11 pour les proteines de la famille Hsp70) et on en compte 44 chez la Drosophile. Ces
protéines sont classées en trois types selon la présence ou non d’autres domaines: le type | (ou
A) posséde un domaine riche en glycine/phénylalanine ainsi qu’une répétition de cystéines, le
type Il (ou B) possede uniquement le domaine riche en glycine/phénylalanine et le type 111 (ou
C) ne posséde aucun de ces deux domaines (Cheetham et Caplan, 1998) (Figure 21B). Ces
protéines sont retrouvées aussi bien au niveau du cytosol que dans les mitochondries, le
noyau, le réticulum endoplasmique, les endosomes ou encore les ribosomes et leur expression
peut étre ubiquitaire ou restreinte a un tissu particulier. Certaines protéines de type | et 11 sont
capables seules d’interagir avec des polypeptides non repliés et ont une fonction de chaperon
indépendamment des protéines Hsp70 (Chai et al., 1999; Hageman et al., 2010; Kelley, 1998).
En plus des domaines précédents, les protéines de la famille DnaJ peuvent également
posséder d’autres domaines additionnels leur permettant d’exercer une fonction spécifique
(Cunnea et al., 2003; Hosoda et al., 2003; Jermy et al., 2006; Lu et al., 2006; Shi et al., 2005).

Dnall de Drosophile appartient a la classe Il (B) et ses paralogues chez I’Homme sont
DNAJB1, DNAJB4 et DNAJBS.

IV.D. Les chaperons Hsp70/DnaJ et I’hématopoiése

A I’heure actuelle plusieurs études soulignent le rdle majeur des protéines chaperons
de la famille Hsp70 au cours de I’érythropoiese. Il a en effet été démontré que Hsp70 contrdle
la viabilité des érythroblastes en empéchant leur mort par apoptose. Deux voies ont été
proposées. Dans la premiére, Hsp70 inhiberait le clivage de GATA-1 par la Caspase 3. En
effet, il a été démontré qu’au cours de I’érythropoiese, I’activation des caspases entraine le
clivage de GATA-1 et I’arrét de la maturation des érythrocytes ou leur apoptose (De Maria et
al., 1999). De plus, une étude menée dans des érythroblastes en culture montre que suite a un
traitement a I’Epo, Hsp70 se relocalise dans le noyau ou elle interagit avec GATA-1 et inhibe
son clivage par la Caspase 3 (Ribeil et al., 2007). De fait, la phosphorylation de Hsp70 en
réponse a I’Epo est nécessaire pour sa relocalisation dans le noyau et la différentiation des
érythroblastes (Frisan et al., 2012). La seconde voie fait intervenir le facteur AlIF (Apoptosis-

inducing factor). Suite & un traitement & I’Epo, une dépolarisation des mitochondries est
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observée. Celle-ci entraine la libération des procaspases, du cytochrome C et du facteur AIF
responsable de la fragmentation de I’ADN indépendamment des caspases (Lui et Kong, 2007,
Zermati et al., 2001). Dans ce contexte, il a été proposé que Hsp70 limite I’activité
apoptotique du facteur AIF en le séquestrant dans le cytoplasme (Lui et Kong, 2007). Une
étude réalisée chez le poisson-zébre montre quant a elle I’implication d’un chaperon
mitochondriale de type Hsp70 au cours du développement des érythrocytes. En effet, dans ce
modele, la perte du chaperon Hspa9b (mutation faux-sens homozygote dans le domaine de
liaison au substrat) induit un phénotype de type myélodysplasique (Craven et al., 2005). Ces
animaux sont anémiés, les cellules sanguines ne se différencient pas en érythrocyte mature et
meurent par apoptose.

Le role des protéines Dnaj dans I’hématopoiése reste quant a lui largement inconnu.
Néanmoins, une étude récente montre que la surexpression de DNAJBY, en favorisant le
repliement des protéines du réticulum endoplasmique, favorise la survie des cellules souches
hématopoietiques (van Galen et al., 2014).

Pour terminer les protéines chaperons sont également impliquées a différentes étapes
de la production de I’hémoglobine (Uma et al., 1997; Weiss et dos Santos, 2009). En
particulier, il a été montré récemment que la formation d’agrégats d’hémoglobine chez des
patients atteints de [3-thalassémie sequestre Hsp70 dans le cytoplasme (ou il se lie a la chaine
alpha de la globine) et I’empéche de protéger GATA-1, ce qui induit un arrét de maturation

des érythrocytes et leur mort par apoptose (Arlet et al., 2014).

IV.E Les chaperons dans le développement de pathologies

Chez I’homme, I’importance des chaperons est soulignée par les conséquences
toxiques de I’agrégation aspécifique de protéines mal conformees, phénomene a I’origine de
nombreuses maladies neurodégénératives (Borrell-Pages et al., 2006; Muchowski et Wacker,
2005; Sherman et Goldberg, 2001). De part leur role dans la lutte contre I’agrégation
protéique, les protéines de stress jouent un réle central dans les maladies neurodégénératives
causées par I’agrégation de protéines polyglutamiques. De nombreuses études ont en effet
démontrées I’implication des systemes de contréle qualité des protéines, et notamment des
chaperons Hsp70 et de DNAJ/Hsp40 dans différentes maladies neurodégénératives (Bilen et
Bonini, 2007; Fernandez-Funez et al., 2000; Huang et al., 2006; Kazemi-Esfarjani et Benzer,

2000). Les chaperons sont également impliqués dans d’autre maladies neurodégénératives
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causée par I’agrégation de protéines mal conformées comme la maladie d’Alzheimer (Dou et
al., 2003) et la maladie de Parkinson (Huang et al., 2006). On notera en particulier que la
surexpression de Dnall permet de supprimer la cytotoxicité polyQ dans différents modele
Drosophile de neurodégénerescence (Chan et al., 2000; Fayazi et al., 2006; Fernandez-Funez
et al., 2000; Kazemi-Esfarjani et Benzer, 2000) et que DnaJl coopére avec Hsp70 dans ce
processus (Chan et al., 2000). Par contre, sa surexpression augmente la toxicité associée a la
protéine TauV377M dans un modele Drosophile de maladie d’Alzheimer (Blard et al., 2007).
De plus, des mutations dans différents géne codants pour des protéines de type DnaJ sont a
I’origine de pathologies associées a des problemes de protéostasis chez I’Homme

(neuropaties, dystrophie musculaire, maladie de Parkison...) (Koutras et Braun, 2014).

D’autre part, du fait de leur réle cytoprotecteur, les chaperons favorisent parfois la
sauvegarde d’anomalies, qui en s’accumulant pourraient participer a la cancérisation. Il a été
montre que le niveau d’expression de différentes chaperons (en particulier Hsp70 et Hsp90)
augmente au cours du processus de transformation tumoral (Ciocca et Calderwood, 2005) et
on considere que I’expression a un niveau élevé des chaperons favorise la survie des cellules
cancéreuses. Les chaperons sont donc actuellement des cibles thérapeutiques majeures en
cancérologie et il a été montré, par exemple, que I’inhibition de Hsp90 ou Hsp27 peut
favoriser la mort de cellules leucémiques (Jego et al., 2013). La encore, certaines protéines
Dnal ont été impliquées dans le développement de cancers (Sterrenberg et al., 2011), comme
par exemple DNAJB9/hTidl qui inhibe la transformation leucémique par STAT5b (Dhennin-
Duthille et al., 2011).
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1V. Objectifs de mon travail de thése

Les facteurs MLF forment donc une petite famille de protéines mal caractérisées et
impliguées dans la transformation oncogénique des cellules sanguines. Notre équipe a montré
que chez la Drosophile MLF contrdle le nombre de cellules a cristaux (un lignage sanguin
apparenté aux mégacaryocytes) et le niveau de LZ, un facteur de transcription de type RUNX
indispensable a la formation de ce lignage. De plus nos résultats suggerent que la régulation
des RUNX est une caractéristique conservée des protéines MLF qui pourrait donc jouer un
role dans les nombreux cancers causés par une modification de I’activité des RUNX chez
I’lhomme. Dans le prolongement de ces travaux, mon projet de thése utilise donc la
Drosophile Drosophila melanogaster comme modéle pour caractériser 1) le réle de MLF
dans la régulation de I’lhnoméostasie du systéme hématopoiétique et en particulier dans le
contréle de la prolifération et de la différenciation du lignage LZ/RUNX+ et 2) la
fonction moléculaire de MLF en caractérisant par quel mécanisme il régule les facteurs

RUNX et en identifiant ses partenaires.
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Partie | : Caractérisation du rble et du mode d’action de MLF

au cours de I’hématopoiese chez la larve de Drosophile

|.A. Introduction

Comme nous I’avons vu précédemment, les resultats obtenus dans 1’équipe montrent
que MLF contrble le nombre de cellules a cristaux circulantes de la larve en regulant
positivement le niveau d’expression du facteur de type RUNX, LZ. En effet, les larves
mutantes pour mif présentent un phénotype de type « myélodysplasique » caractérise par une
augmentation du nombre de cellules LZ+ en circulation sans blocage apparent de leur
différenciation en cellules a cristaux. De plus, ce phénotype est accompagné d’une diminution
du niveau d’expression de LZ et est sauvé par réexpression de LZ spécifiquement dans le
lignage LZ+ (Bras et al., 2012). D’autre part, des observations préliminaires réalisées lors de
cette étude suggeéraient que MLF participe au maintien des prohémocytes de la glande
lymphatique et contréle la taille de cet organe. En effet, au troisieme stade larvaire (L3), les
glandes lymphatiques des larves mutantes pour mif sont hyperplasiques et présentent une
diminution de la population de progéniteurs sanguins accompagnée d’une différenciation plus
précoce et plus importante en plasmatocytes et cellules a cristaux. Dans ce contexte, mon
travail de thése avait pour premier objectif de caractériser plus en détail le réle et le
mode d’action de MLF, d’une part, au cours du maintien de I’homéostasie de la glande
lymphatique et, d’autre part, au cours du développement des cellules a cristaux
circulantes. Les résultats que j’ai obtenus dans la glande lymphatique montrent que
contrairement a ce qui avait été précedemment proposé MLF ne semble pas avoir de role
majeur lors du développement de cet organe hématopoiétique. A I’inverse, les résultats
obtenus en circulation confirment que MLF contréle le nombre de cellules a cristaux
circulantes en modulant le niveau de LZ dans ces cellules. De plus, mes résultats montrent
que MLF contrdle aussi leur état de différenciation et que ce phénotype est non seulement
sauvé par réexpression de LZ dans le lignage LZ+ mais également observé en contexte
hypomorphe lz. Afin de poursuivre la caractérisation du réle et du mode d’action de MLF
dans les cellules a cristaux circulantes nous avons établi leur transcriptome chez des larves
sauvages ou mutantes pour mlf. Cette approche a permis de mettre en évidence que MLF a un

role majeur dans ce lignage hématopoiétique puisque plus d’un quart des genes spécifiques de
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Figure 22 : MLF est exprimé de maniére ubiquitaire dans les cellules hématopoiétiques
larvaires.

Profil d’expression de MLF dans les hémocytes circulants (A) et la glande lymphatique (B,C) de
larves 1z:GAL4,UAS:mCD8-GFP/+ (A,B; 1z>GFP) ou sauvages (C) au troisieme stade de
développement (L3). (A) Le marquage en immunofluorescence de MLF dans les hémocytes circulants
montre que cette protéine est exprimée fortement dans le lignage 1z>GFP+ et a plus faible niveau dans
le reste des hemocytes. (B,C) Dans la glande lymphatique, MLF est fortement exprimé dans le lignage
Iz>GFP+ (B-B2). MLF est aussi exprimé dans le PSC (marqué par Antp, C1-C3) ainsi qu’au niveaux
des prohémocytes (marqués par I’expression de teplV, C1, C4, C5) et des hémocytes différenciés
(teplV—; C1, C4, C6). B2, B3 : agrandissements de B1 ; C2-C6 : agrandissements de C1. Le DAPI (A)
ou le Topro3 (B) sont utilisés pour visualiser les noyaux des cellules.



ce lignage sont dérégulés en son absence. Enfin, les résultats que j’ai obtenus en paralléle de
cette approche transcriptomique montrent que la voie de signalisation Notch est suractivée
dans les cellules a cristaux circulantes des larves mutantes pour mif ou hypomorphes pour Iz,
suggerant que les phénotypes associés a une diminution du niveau de LZ pourraient étre dus a
la dérégulation de la voie Notch. Ainsi, mes résultats mettent en exergue I’importance de la
régulation du niveau du facteur RUNX LZ par MLF pour le développement normal des
cellules sanguines et laissent entrevoir des paralleles intéressants avec le développement des

leucémies chez I’Homme.

|.B. Résultats

Afin de caractériser plus précisément le réle de MLF au cours de I’hématopoiése
larvaire, j’ai commencé par réexaminer, par immunofluorescence, son profil d’expression.
J’ai ainsi pu montrer que MLF est ubiquitairement exprimé dans les cellules hématopoiétiques
chez la larve L3. En effet, en plus d’étre exprimé fortement dans le lignage LZ+ circulants
(Figure 22 A-Al) et de la glande lymphatique (Figure 22 B-B3), MLF est exprimée, a plus
faible niveau, dans I’ensemble des hémocytes circulants (Figure 22 A-Al) ainsi que dans
toutes les cellules de la glande lymphatique (Figure 22 C) : dans les prohémocytes de la zone
médullaire et des lobes secondaires (Figure 22 C), dans les cellules différenciées de la zone
corticale (Figure 22 C5) ainsi que dans les cellules du PSC (Figure 22 C2). De plus, MLF
semble principalement nucléaire dans I’ensemble de ces types cellulaires et, au niveau de la
glande lymphatique, son niveau d’expression apparait plus éleve dans les cellules
différenciées que dans les prohémocytes (Figure 22 C5). La spécificité du marquage obtenu
avec cet anticorps a éeté confirmée par immunofluorescence sur des glandes lymphatiques de

larves mutantes pour mlf (cf. Figure 24 G).

1.B.1. Caractérisation du rbéle de MLF dans la glande lymphatique

J’ai ensuite cherché a mieux caracteriser le réle de MLF dans la glande lymphatique.
En accord avec les résultats préliminaires obtenus au laboratoire, les quantifications que j’ai
réalisées montrent que les larves transhétérozygotes mutantes pour mlf, (mIf*>3/mif*cY
présentent des lobes primaires significativement plus gros que celles des larves contréles
(Figure 23G). Des expériences d’hybridation in situ contre le marqueur des prohémocytes
teplV indiquent que cette hyperplasie des lobes primaires est associée a une diminution
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Figure 23 : Etude du role de mlf dans la glande lymphatique.

(A-F) Hybridation in situ contre le marqueur des prohémocytes teplV (A et D) et immunofluorescence
contre le marqueur des cellules a cristaux Hnt (B et E) ou du PSC Col (C et F) dans des glandes
lymphatiques de larves L3 sauvages (A-C) ou mutantes pour mif (D-F). Le topro3 est utilisé pour
visualiser les noyaux des cellules (B, C, E et F). (G-J) Quantifications du volume des lobes primaires
(G), de la proportion de prohémocytes (H), du nombre de cellules a cristaux par lobe en valeur
absolue (I) ou rapporté au volume du lobe correspondant (J). N indique le nombre d’échantillons
analysés.



d’environ deux fois de la proportion de progéniteurs sanguins présents dans les lobes
primaires ainsi qu’a une réduction du niveau d’expression de ce géne dans les lobes
postérieurs (Figure 23 A, D et H). Mes résultats montrent également que I’expression de
COL, marqueur du PSC, ne semble pas affectée (Figure 23 C, F), suggérant donc que la
diminution de la population de prohémocytes n’est pas due a un défaut de spécification du
PSC. D’autre part, I’analyse de I’expression du marqueur des cellules a cristaux HNT (Figure
23 B,E), m’a permis de révéler que bien qu’il y ait une augmentation du nombre absolu de ces
cellules dans les glandes lymphatiques des larves mutantes pour mlf, cette augmentation n’est
pas significative une fois rapportée a la taille des lobes (Figure 23 I, J). Ainsi, ces premiers
résultats suggéraient fortement que MLF jouait un réle important dans le contrdle de
I’homéostasie de la glande lymphatique. Cependant, des expériences complémentaires m’ont
amenée a suggeérer que ces phénotypes n’étaient pas dus a la perte de mlf mais a la présence
de mutations secondaires, et ce sur les deux alleles mutants pour mlf dont nous disposions !

En effet, j’ai observé que ces phénotypes sont présents dans les glandes lymphatiques
des larves mutantes pour mlf aussi bien en contexte transhétérozygotes mlf*>3/ml*“* (Figure
24 B) qu’en contexte hétérozygote mIf*>3/+ (Figure 24 C) ou mlf*“*/+ (non montré) alors
qu’ils sont absents en contexte hémizygote (utilisation d’une déficience couvrant mlf:
Df(2R)Exel7138/+) (Figure 24 D). J'ai donc entrepris le « nettoyage » du chromosome
mutant portant la délétion mlIf*>3 en croisant, sur trois générations successives, des
Drosophiles femelles portant cet alléle avec des Drosophiles sauvages (souche “**8). Jai
ensuite sélectionné les Drosophiles mutantes pour mif par PCR (Figure 24 E) et validé
I’absence de MLF par immunofluorescence dans la glande lymphatique (Figure 24 F, G). La
caractérisation des glandes lymphatiques dans 2 lignees indépendantes de mouches mutantes
pour mlf ainsi obtenues m’a ensuite permis de montrer que ni la population de prohémocytes,
ni la taille de la glande lymphatique, ni le nombre de cellules a cristaux ne sont affectés par la
perte de mlf (Figure 24 H-M).

Ainsi, I’ensemble de ces résultats montre que, malgré son expression ubiquitaire dans
la glande lymphatique, mlf ne semble pas jouer de réle majeur dans le maintien de

I’homéostasie de cet organe hématopoiétique.

1.B.2. Caractérisation du rdle et du mode d’action de MLF dans les

cellules circulantes chez la larve

1.B.2.a. MLF controle le nombre et I’état de différenciation
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Figure 24 :

mlf n’a pas de rble majeur dans le contréle de I’homéostasie de la glande

lymphatique.

(A-D) Hybridation in situ contre teplV et immunomarquage contre la GFP dans des glandes
lymphatiques de larves L3 des génotypes indiqués. (E-M) Nettoyage du chromosome mutant mlf45-3 et
analyse des phénotypes associés. (E) Exemple de résultat de PCR sur de I’ADN génomique de lignées
de Drosophiles sauvages ou hétérozygotes pour la délétion mif#5-3 et (F-G) d’immunofluorescence
contre MLF dans des glandes lymphatiques de larves sauvages ou « nettoyées » mlf45-3/mlf45-3, (H-1)
Hybridation in situ contre teplV ou immunofluorescence contre Hnt (J-K) dans des glandes
lymphatiques de larves sauvages (H et J) ou mutantes « nettoyées » pour mif (I et K). (J-K) Le topro3
est utilisé pour visualiser le noyaux des cellules. (L-M) Quantification du volume des lobes primaires
(L) et du nombre de cellules a cristaux par lobe primaire (M) dans des glandes lymphatiques de larves
sauvages ou mutantes pour mlf.
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Figure 25 : MLF controéle la différenciation des cellules a cristaux circulantes chez la larve.

(A-D) L’expression de LZ (A-B) et MPO (C-D) dans les cellules a cristaux (Iz>GFP+) circulantes de
larves de stade L3 a été analysée par immunofluorescence. (E-G) Quantification du niveau
d’expression LZ (E) ou MPO (F) dans les cellules 1z>GFP+, et du pourcentage de cellules 1z>GFP+
présentes par rapport aux hémocytes totaux DAPI+ (G).




des cellules a cristaux circulantes en régulant positivement le

niveau de LZ

Suite au « nettoyage » du chromosome mlIf*>3, jai re-caractérisé les phénotypes
hématopoiétiques au niveau des cellules circulantes des larves mutantes pour mlf mais qui ne
présentent plus de défauts apparents au niveau de la glande lymphatique. Comme
précédemment décrit (Bras et al., 2012), les larves mutantes pour mlf présentent une
diminution du niveau de LZ dans les cellules 1z>GFP+ en circulation (Figure 25 A-B2 et E)
associé a une augmentation de leur nombre (Figure 25G). De plus, mes résultats montrent
que différents traits caractéristiques des cellules a cristaux différenciées sont exacerbés dans
une forte proportion des cellules LZ+ des larves mutantes pour mlf suggérant qu’elles sont
anormalement differenciées (ou « hyper-différenciées »). En effet, j’ai pu mettre en évidence
une augmentation de la taille de ces cellules (Figure 25 A et B) et également pu observer une
augmentation de la taille de leurs noyaux (Figure 25 A3 et B3), suggérant une augmentation
du niveau d’endoréplication (Terriente-Felix et al., 2013), la présence de cristaux
cytoplasmiques plus grands (Figure 25 Al et B1) ainsi qu’une augmentation du marquage
contre la prophénoloxidases PPO45/MPO (Figure 25 C, D et F). Ces phénotypes sont
également observés dans des larves mIf*>®/mlf %> dans lesquelles la présence des cellules &
cristaux est révélée par I’expression du rapporteur Bc:GFP (Gajewski et al., 2007) ou par un
immunomarquage contre Hnt (non montré). Ces phénotypes ne résultent donc pas d’une

interaction génétique entre mif et la lignée enhancer trap 1z

utilisée (a I’état hétérozygote)
pour visualiser les cellules sanguines du lignage LZ+ (cf. ci-dessous).

De plus, I’ensemble de ces phénotypes est sauvé par réexpression de LZ
spéecifiquement dans les cellules LZ+, grace au pilote d’expression 1z :GAL4 combiné au
transgéne UAS:Iz ((Iz>GFP>lz ; mIf**®mlf “°3) (Figure 26), suggérant fortement qu’en
contrélant positivement le niveau de LZ dans le lignage LZ+, mif régule a la fois le nombre et
I’état de différenciation des cellules & cristaux circulantes larvaires. Confortant cette
hypothese, ces phénotypes sont également retrouves dans les cellules a cristaux circulantes
issues de larves hypomorphe lz. En effet, des mouches homozygotes pour I’enhancer trap
12644 présentent une diminution drastique du niveau de LZ dans les cellules & cristaux
circulantes (Figure 26 B, B1) associée a une augmentation de leur nombre (Figure 26 F)
ainsi qu’a une augmentation de la taille de ces cellules (Figure 26 G). Des phénotypes

GAL4 GAL4/IZR1
H

similaires sont observés dans des larves hémizygotes Iz ou transhéterorygotes Iz

autres contextes génetiques hypomorphes pour Iz (non montre). Il est également important de
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Figure 26 : MLF et LZ contrblent le nombre et la taille des cellules a cristaux circulantes chez la
larve.

Les larves des génotypes indiqués ont été saignées au troisieme stade de développement afin d’évaluer
par immunofluorescence le niveau de LZ dans les cellules Iz>GFP+ (A-E), la proportion de cellules
Iz>GFP+ par rapport aux hémocytes totaux (DAPI+) (F), ainsi que la taille les cellules Iz>GFP+ (G).




souligner ici que la surexpression de LZ (Iz>GFP>Iz) n’a quant a elle ni d’effet sur le nombre
ni sur la taille des cellules LZ+ (Figure 26 E, F, G). Ainsi, paradoxalement, alors que Iz est
requis pour le développement du lignage des cellules a cristaux (elles sont absentes dans un

contexte mutant nul tel que 12°Y/Iz**

), une diminution de son expression s’accompagne d’une
augmentation du nombre de ces cellules qui semblent également « hyper-différenciées ».

Pour terminer, il est a noter que j’ai également analysé le second type d’hémocytes
différenciés présent en circulation chez la larve : les plasmatocytes, qui représentent £90%
des cellules sanguines. Bien que MLF soit exprimé a faible niveau dans ces cellules (Figure
22 A, Al), je n’ai pas observé de defaut de différenciation de ce lignage chez des larves
mutantes pour mlf avec les marqueurs dont nous disposons et leur nombre n’est pas non plus

affecté (non montré).

L’ensemble de ces résultats indique donc qu’en circulation chez la larve L3 MLF ne
semble pas avoir de role majeur dans les plasmatocytes mais qu’il contréle a la fois le nombre

et I’état de différenciation des cellules a cristaux circulantes en modulant le niveau de LZ.

1.B.2.b. MLF controéle la signalisation Notch dans les cellules

a cristaux

Il a été montré que la voie Notch contrble d’une part le nombre de cellules a cristaux
(Duvic et al., 2002; Lebestky et al., 2003; Mukherjee et al., 2011) et d’autre part leur état de
différenciation (Terriente-Felix et al., 2013). L’augmentation du nombre et de I’état de
différenciation des cellules a cristaux observé en absence de mlf ou en contexte hypomorphe
pour Iz pourrait s’expliquer par une activité accrue de cette voie de signalisation dans le
lignage LZ+. Pour tester cette hypothese, j’ai analysé I’expression du gene rapporteur
klumpfuss:Cherry, qui est activé par cette voie dans le lignage des cellules a cristaux
(Terriente-Felix et al., 2013). De facon intéressante, j’ai observé une augmentation de
I’expression de ce rapporteur dans les cellules a cristaux de larves mutantes pour mif ou
hypomorphe pour Iz (1z°*/Y) (Figure 27 A-D). Afin de confirmer ce résultat, j’ai aussi
analysé I’expression d’un rapporteur « générique » de la voie Notch : NRE :GFP (Housden et
al., 2012). La encore, j’ai pu observer une augmentation de I’expression de ce rapporteur dans
les cellules a cristaux de larves mutantes pour mif par rapport au contréle (Figure 27 E-G).

Cette suractivation de la voie de signalisation Notch en contexte mutant pour mif ou

hypomorphe pour Iz indique donc, d’une part, un effet inhibiteur de MLF et LZ sur cette voie
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Figure 27 : MLF agit comme un régulateur négatif de la voie de signalisation Notch dans les
cellules a cristaux circulantes.

(A-E) Les larves des geénotypes indiqués ont été saignées au troisieme stade de développement afin
d’évaluer par immunofluorescence I’expression des rapporteurs de la voie Notch Klu-Cherry (A-C) et
NRE-GFP (E, F) dans les cellules a cristaux, marquées par I’expression de 1z>GFP (A, B, C) ou de Bc
(E, F) et quantification relative des niveaux d’expression de Klu-Cherry (D) ou NRE-GFP (G) dans les
cellules a cristaux dans ces différents contextes.



et suggere d’autre part, que les phénotypes observés dans ces contextes pourraient étre du a la
suractivation de la voie Notch dans ces cellules. Il serait donc particulierement intéressant de
tenter de sauver les phénotypes causés par mlf en diminuant la dose/I’activité de Notch dans

ces cellules.

I.B.2.c Caractérisation de la fonction de MLF dans les
cellules a cristaux circulantes chez la larve: approche

transcriptomique

Dans le but d’avoir une vision globale des réseaux géniques dérégulés par mif dans le
lignage des cellules a cristaux et de pouvoir éventuellement mieux comprendre I’origine des
phénotypes que nous observons, nous avons décide d’établir par RNAseq le transcriptome des
cellules LZ+ circulantes dans les larves L3 sauvages ou mutantes pour mif.

Pour réaliser cette expérience, j’ai mis au point les conditions permettant de récupérer
spécifiqguement la population LZ+ de cellules sanguines (i.e. £5% des hémocytes) par FACS a
partir de saignées de larves portant un transgéne Iz>GFP. J’ai validé ce protocole de tri par
des expeériences d’immunofluorescence et de RT-gPCR sur les cellules ainsi triées (non
montreé). Afin d’obtenir des quantités d’ARN suffisantes, nous avons saigné une centaine de
larves par échantillon et des triplicats biologiques ont été préparés pour chacune des deux
conditions (contréle 1z>GFP/+ et mutant : [z>GFP/+;mlf/mlf). Ces ARNs ont ensuite été
analysés par RNAseq a la plateforme NGS de I’Université de Michigan (USA).

Un premier intérét de cette approche RNAseq est qu’elle offre une vision a I’échelle
du génome des genes exprimés dans le lignage des cellules a cristaux circulantes. Bien que la
profondeur de séquencage que nous ayons obtenu soit assez faible (de I’ordre de 7 millions de
séquences uniques cartographiées pour les échantillons sauvage et 17 millions pour les
échantillons mutants), probablement du fait de la quantité limité de matériel dont nous
sommes partis, sur les 15682 génes annotés dans la version BDGP R5 du génome de
Drosophile, I’expression de 7399 d’entre eux est détectée dans chacun des 6 échantillons
séquencés. On peut remarquer que les 2 genes les plus fortement exprimés dans les cellules a
cristaux sont Bc, mpo avec des FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million
fragments mapped) supérieurs a 100000 ! C’est la premiére fois que le profil d’expression
d’un lignage sanguin de la Drosophile est établi et il serait intéressant de pouvoir le comparer

au profil des autres populations d’hémocytes.
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Figure 28 : MLF est un régulateur majeur de I’expression génique des cellules a cristaux.

(A-B) Analyses en composantes principales (A) et dendogramme (B) des données de RNAseq des 6
échantillons de cellules 1z-GFP* circulantes de larves L3 (CTR: Iz>GFP/+; MLF: 1z>GFP/+; mlfoc%
mlfoc%). (C) Représentation des données d’expression entre échantillons controles et mutants pour mlf.
Les genes différentiellement exprimés (P<10-3) sont représentés par des points rouges.(D) Principaux
termes GO (Gene Ontology) ou MESH (Medical Subject Headings) sur-représentés dans la liste des
518 genes différentiellement régulés. Les catégories pour lesquelles les genes activés ou réprimés sont
les principaux contributeurs sont indiqués en rouge ou bleu, respectivement. (E) Clustering
hiérarchique et données d’expression relative des 32 genes spécifiques des cellules a cristaux et
significativement dérégulés dans les cellules a cristaux des larves mutantes pour mlf. Le nom des
génes et la P-value sont indiques a droite.




D’autre part, des analyses en composantes principales de I’ensemble des génes
détectés comme exprimés dans les 6 échantillons (Figure 28 A, B) montrent que les
échantillons sauvages et mutants sont plus semblables entre eux qu’avec les échantillons
mutants et vice versa. L analyse statistique de ces données d’expression avec la suite DEseq?2
indique que prés de 518 génes sont exprimés de facon différentielle entre les cellules a
cristaux sauvage et mutantes pour mif (avec une valeur de P ajustée par FDR inférieure a 0,01
et une différence d’expression supérieure a 1,5 fois) (Figure 28 C). Parmi ceux ci, 322 sont
réprimés et 196 sont activés en absence de mif. Une analyse GO (Gene Ontology) montre que
la perte de mif induit une répression de I’expression de genes impliqués dans la transduction
du signal, I’adhésion ou le développement larvaire, et I’activation de génes dont les produits
ont une activité catalytique (Figure 28 D). De plus, on observe une sur-représentation de
génes associés a une activité oxidoreductase et/ou au métabolisme des oxoacides, suggérant
que la perte de mlf s‘accompagne d’une modification du statut redox des cellules a cristaux.

Une compilation de I’analyse des données d’hybridation in situ a grand échelle
réalisées dans I’embryon (http://insitu.fruitfly.org), des annotation présentes dans Flybase et
de données bibliographiques nous a permis d’établir une liste de 128 genes « visiblement »
exprimés dans les cellules a cristaux (principalement sur la base de résultats acquis au stade
embryonnaire). Nos données de RNAseq montrent qu’au moins 119 d’entre eux sont
exprimés dans les cellules a cristaux circulantes larvaires, dont 69 a un niveau élevé
(FPKM>50). De plus, 28% (34/119) sont différentiellement exprimés dans les cellules a
cristaux des larves mutantes pour mif (Figure 28 E), mettant ainsi en évidence le rdle majeur
de MLF au cours du developpement de ces cellules.

Pour confirmer et obtenir une vision a I’échelle de la cellule unique, I’expression de
certains de ces genes a été analysée par hybridation in situ fluorescente sur des saignées de
larves contréle ou mutantes pour mlf (Figure 29). Ainsi, j’ai pu confirmer que CG7860,
oscillin et jafracl sont exprimés spécifiquement dans les cellules 1z>GFP+ circulantes
larvaires. En accord avec les données de RNAseq, I’expression de CG7860 ou d’oscillin dans
ces cellules diminue fortement dans un contexte mutant pour mif alors que celle de Jafracl
augmente et que CG6733 est induit ectopiquement dans les cellules a cristaux en absence de
mif

Ces données montrent que mlf est requis pour I’expression normale d’un grand
nombre de genes dans le lignage des cellules a cristaux et suggerent qu’il pourrait influencer

le statut redox de ces cellules.
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CG7860 1z>GFP Topro3 oscillinlz>GFP Topro3

Jafracl Iz>GFP Topro3 CG6733 1z>GFP Topro3

Figure 29 : MLF controle I’expression de différents génes dans les cellules a cristaux.

Hybridation in situ contre CG7860 (A,B), oscillin(C,D), Jafracl (E,F)et CG6733 (G,H) et
immunomarquage contre la GFP (1z>GFP) dans les hémocytes circulants des larves L3 controles (ctr:
Iz:GAL4,UAS-GFP/+) ou mutantes pour mif (mlf: 1z:GAL4,UAS-GFP/+; mlfo5¢/mIfoSC), Le panel
inférieur montre uniquement le canal rouge. Le Topro3 est utilisé pour visualiser les noyaux des
cellules.
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Figure 30 : MLF régule le niveau d’expression de LZ en agissant au niveau post-transcriptionnel
(A-D) Des cellules Kcl67 ont éete cotransféctées avec les vecteurs pAc:LZ-V5 et pAc-RL
(RenillaLuciferase) et traités avec des dsRNA ciblant la GFP, mlf ou lzcomme indiqué. (A, D)
Western-blots montrant que la déplétion de MLF par RNAI entraine une diminution du niveau de LZ-
V5 (révélé avec un anti-V5) (A,D) mais pas de SRP (D). La tubuline endogene (Tub) et la
RenillaLuciferase (RL) sont utilises en contrble de charge et de transfection respectivement. ns: bande
non spécifique. (B) Quantification du niveau relatif de LZ (normalisé par RL) sur différents western-
blots. (C) gRT PCR montrant que la déplétion de MLF par RNAIi diminue les ARNm de mlf, mpo et
Bc mais n’a pas d’effet sur la quantité d’ARNmM Iz ou de Renilla luciferase (RI).



Partie 1l : Etude du mode d’action de MLF et identification de

ses partenaires en culture de cellules

I1.A. Introduction

Les résultats précédemment obtenus in cellulo et in vivo montrent que MLF agit
comme un régulateur positif du niveau et de I’activité de LZ (Bras et al., 2012). Dans cette
seconde partie, j’ai cherché a mettre en évidence les mecanismes moléculaires par lesquels
MLF régule le niveau de LZ. Dans ce but, j’ai travaillé avec des cellules Kc167, une lignée
issue de cellules héematopoiétiques embryonnaires de Drosophiles et exprimant le facteur de
transcription de type GATA SRP mais pas le facteur de type RUNX LZ. Dans cette lignée, il
a précédemment eté démontré que, tout comme in vivo, MLF régule le niveau de LZ (Bras et
al., 2012).

I11.B. Résultats

11.B.1. Mode d’action de MLF

I1.B.1.a. MLF régule post-traductionnellement le niveau de
LZ

Dans un premier temps afin de confirmer que MLF régule le niveau d’expression de
LZ dans les cellules Kcl67, j’ai transfecté un vecteur contenant la région codante d’une
version étiquetée de LZ sous contréle d’un promoteur actine (pAc-LZ-V5) dans ces cellules
préalablement traitées par un dsRNA dirigé contre MLF ou contre la GFP. En accord avec les
données précédentes (Bras et al.,, 2012), les analyses en Western-blot montrent que la
déplétion de MLF par RNAI diminue non seulement le niveau de MLF mais également de LZ
observé ici avec un anticorps dirigé contre le tag C-terminal V5 (Figure 30 A). La
quantification de plusieurs western-blots montre que cette diminution est de I’ordre de +70%
(Figure 30 B). A I’inverse, la déplétion de MLF n’affecte pas ou peu I’expression de la
Renilla Luciferase, elle aussi exprimée sous contr6le du promoteur actine (pAc-RL). De plus,

les résultats que j’ai obtenus par gRT PCR montrent que suite a un traitement par un dsRNA
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Figure 31 : MLF régule la stabilité de la protéine LZ en la protégeant de la dégradation par

une voie indépendante du protéasome.

(A) Western-blots montrant le niveau de protéine LZ-V5 dans des cellules Kc167 transfectées avec
pAc:LZ-V5, traitées avec un dsRNA ciblant mIf ou la GFP et incubées pendant le temps indiqué
avec de la cycloheximide (CHX). (B) Quantification du niveau relatif de LZ sur différentes
expériences. (C) Effet de dsRNA ciblant différentes sous-unités du protéasomesur I’expression de
LZ-V5 en présence (panel de gauche; dsGFP) ou en absence de MLF (panel de droite; dsSMLF) dans
des cellules Kc167. (D) Effet de la déplétion de MLF par dsRNA dans les cellules Kc167 sur
I’expression d’une proteine LZ tagguée en N et en C-terminal (pAc:HA-LZ-V5), visualisée ici par
western blot contre le tag HA N-terminal. La tubuline endogene (Tub) et la Renilla Luciferase (RL)
sont utilisés en contrdle de charge et de transfection respectivement.




ciblant miIf on observe bien une diminution des ARNm mif alors que les ARNm Iz ne sont pas
significativement affectés. La diminution de I’expression de la protéine LZ que I’on observe
dans ces conditions s’accompagne cependant bien d’une diminution de I’expression des
ARNmM de deux de ses genes cibles directs, Bc et mpo (Figure 30 C). Un autre facteur
essentiel a I’induction transcriptionnelle de Bc et mpo par LZ est son partenaire SRP, qui est
constitutivement exprimé dans les cellules Kc167 (Gobert et al., 2010). Nous avons donc testé
si, comme celle de LZ, I’expression de SRP est diminuée en absence de MLF. Comme illustré
Figure 30 D, la déplétion de MLF ne semble pas affecter I’expression de SRP. L’ensemble de
ces résultats montre donc que, dans les Kc167, MLF régule le niveau d’expression de LZ ainsi
que son activité transcriptionnelle sans affecter la transcription de Iz ou la stabilité de son
transcrit ; MLF agit donc au niveau post-transcriptionnel.

Au moins deux hypotheses sont alors envisageables : soit MLF agit sur I’efficacité de
la traduction de I’ARNmM Iz soit MLF agit sur la stabilité de la protéine LZ. Un effet sur la
traduction parait cependant peu probable car cette régulation du niveau de LZ est observée
alors que LZ est exprimée a partir du plasmide pAc:LZ-V5 qui ne contient pas les séquences
3’ et 5’UTR de lz. Je me suis donc concentré sur I’aspect stabilité. Ainsi, dans le but de
déterminer si MLF stabilise LZ, j’ai évalué la cinétique de dégradation de cette protéine dans
des cellules Kc167 traitées avec un inhibiteur de la traduction, la cycloheximide, et déplétées
ou non pour MLF par RNAI. Les western-blots (Figure 31 A) ainsi que leur quantification
(Figure 31 B) montrent que le niveau de LZ diminue plus rapidement en absence de MLF.
Ainsi, la demi-vie de LZ passe de 270 en condition normale a 150° en absence de MLF. Ces
données indiquent donc que, dans les Kc167, MLF régule la stabilité de la protéine LZ.

Afin de déterminer si MLF stabilise LZ en le protégeant de la dégradation par le
protéasome, j’ai utilisé des dsRNA dirigés contre différents composants de ce complexe afin
d’inhiber spécifiquement leur expression (Figure 31 C). Les analyses en western-blot
montrent que la déplétion de plusieurs composants de ce complexe induit une accumulation
de la protéine LZ en présence de MLF (Figure 31 C, panel de gauche), mais n’est pas
suffisante pour restaurer un niveau normal de LZ en absence de MLF (Figure 31 C, panel de
droite). Ces résultats suggerent donc qu’en présence de MLF, LZ est en partie dégradée par le
protéasome alors qu’en son absence elle semble dégradée par une autre voie. D’autre part,
I’utilisation d’une forme de LZ étiquetée en N- et en C-terminal m’a permis d’exclure que la
diminution du niveau de LZ « pleine taille » que nous observons puisse étre due a un clivage
protéolytique générant éventuellement une ou deux entités stables. En effet, la déplétion de

MLF entraine une diminution du niveau d’HA-LZ-V5 observé avec un anticorps dirigé contre
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Figure 32 : MLF interagit physiquement avec LZ.
Les cellules Kc167 ont été transfectées avec les plasmides permettant I’expression de LZ-V5, MLF-

GFP et/ou GFP comme indiqué. Les extraits cellulaires ont été immunoprécipités (IP) avec un
anticorps anti-V5 ou anti-GFP (A) ou bien avec des IgG ou un anti-MLF (B). Les western-blots ont été
réalisés avec des anticorps anti-V5, anti-GFP ou anti-MLF comme indiqué.



le tag C-terminal V5 mais également avec un anticorps dirigé contre le tag N-terminal HA
(Figure 31 D) et je n’ai pas observé I’apparition d’un fragment N ou C-terminal tronqué
« stable » de LZ dans ces conditions (non montré). Il est également a noter que cette
diminution est également observée en culture cellulaire avec I’anticorps anti-LZ utilisé au
cours des analyses in vivo et qui reconnait un epitope dans la région C-terminale de LZ (non
montré).

Ainsi, I’ensemble de ces résultats suggere fortement que MLF régule I’activité de LZ

en inhibant sa dégradation par une voie indépendante du protéasome.
11.B.1.b. MLF et LZ interagissent physiquement

Sachant que, dans les cellules Kc167 et in vivo, MLF et LZ co-localisent dans le noyau
et que MLF semble réguler post-traductionnellement le niveau de LZ, j’ai cherché a
déterminer si ces deux protéines interagissent physiquement. Dans ce but, j’ai réalisé des
expériences de co-immunoprécipiation dans les cellules Kc167 transfectées avec des formes
taguées V5 et GFP de LZ et MLF, respectivement (Figure 32 A). Les résultats obtenus
montrent que I’immunoprécipitation de LZ-V5 entraine la co-immunoprécipitation de MLF-
GFP et inversement. De plus, une immunoprécipitation de la protéine MLF endogene nous a
aussi permis de co-précipiter la protéine LZ-V5 exprimée ectopiquement dans les cellules
Kc167 (Figure 32 B). Ces résultats indiquent donc que MLF et LZ sont capables d’interagir
physiquement.

Afin de déterminer si I’interaction entre LZ et MLF est nécessaire a la régulation du
niveau de LZ par MLF, j’ai construit une série de plasmides permettant I’expression de
mutants de delétions de LZ en culture cellulaire afin de tester d’une part si I’expression de ces
différentes versions de LZ est sensible a la déplétion de MLF et d’autre part si elles
interagissent avec MLF. Inversement, nous avons obtenu ou généré des vecteurs d’expression
pour identifier le(s) domaine(s) de MLF impliqué(s) dans la régulation de LZ et I’interaction
avec cette derniere. Cependant, nous avons rencontré différents problemes pour I’expression
de ces versions mutantes de LZ et MLF et la réalisation de ces expériences est toujours en

court.
11.B.1.c. Mode d’action de MLLF : analyse candidat

Les résultats obtenus jusqu'a présent indiquent que MLF interagit avec LZ et régule sa

stabilité. Ce modele laisse penser que certains des partenaires connus de LZ ou de MLF
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Figure 33 : La régulation du niveau de LZ semble indépendante du signalosome COP9, de
14-3-3¢ ainsi que de Brother et Big Brother.

Western-blots montrant le niveau de LZ-V5 aprés transfection dans des cellules Kc167 traitées avec
des dsRNA contre MLF, la GFP, CSN2, CSN3, Brother (Bro), Big Brother (Bgb) ou 14-3-3( comme
indiqué. La tubuline endogéne (Tub) et la Renillaluciferase (RL) sont utilisés en contrdle de charge et
de transfection respectivement. 3 dsSRNA différents ont été utilisés pour chaque facteur testé.



pourraient étre impliqués dans la mise en place de cette régulation. En effet, d’une part, il a
été montré chez les mammiféres que I’interaction de RUNX1 avec son partenaire CBFf ce
qui empéche sa dégradation (Huang et al., 2001). D’autre part, MLF interagit avec la sous-
unité 3 du signalosome COP9 (CSN3) chez la Drosophile et chez les mammifeéres et, chez ces
derniers, il a été proposé que I’interaction avec CSN3 stabilise de p53 en inhibant I’ubiquitine
ligase COP1 (Yoneda-Kato et al., 2005). De plus, il a été proposé que I’interaction des
protéines MLF avec les protéines 14-3-3-zeta régule leur localisation subcellulaire et pourrait
donc affecter leur fonction (Lim et al., 2002; Winteringham et al., 2006). J’ai donc cherché a
déterminer si chez la Drosophile les homologues de CBFp, Brother (Bro) et Big Brother
(Bgb), des composants du signalosome COP9 et/ou 14-3-3zeta sont impliqués dans la
régulation du niveau de LZ (Figure 33). J’ai donc utilisé des dsRNA dirigés contre bro, bgb,
les sous-unités 2 et 3 du signalosome (csn2, csn3) ainsi que 14-3-3zeta afin de déterminer
I’impact de la dépletion des protéines correspondantes sur le niveau d’expression de LZ dans
les cellules Kc167 transfectées avec pAc-LZ-V5. Afin d’éviter des effets off-target, pour
chacun des candidats j’ai utilisé trois dsSRNA différents et prédits pour ne pas générer de 19-
mer ciblant un autre transcrit. Mes résultats montrent que I’inhibition de I’expression de ces
facteurs par RNAI n’affecte pas le niveau de protéine LZ, suggérant donc qu’ils ne sont pas
impligués dans la régulation de la stabilité de LZ dans les cellules Kc167.

Il est cependant envisageable d’une part qu’il y ait une redondance fonctionnelle entre
Bro et Bgb et d’autre part qu’en présence de MLF, LZ ne soit pas régulé par le signalosome
mais qu’il le devienne en son absence. Il serait donc intéressant de tester I’effet de la déplétion
conjointe de Bro et Bgb ainsi que I’effet de la déplétion de CSN2 ou CSN3 sur le niveau de
LZ en absence de MLF.

Ainsi, les résultats que j’ai obtenus par des expériences de RNAI en culture cellulaire
contre des partenaires connus de MLF ou de LZ ne m’ont pas permis de mettre en évidence

leur implication dans la régulation de I’expression de LZ.

11.B.2. DNAJ1 : un partenaire de MLF qui régule le niveau de LZ

I1.B.2.a. Identification des partenaires de MLF par

spectrométrie de masse

Afin d’ouvrir de nouvelles pistes quand aux mécanismes moléculaires d’action de
MLF, nous avons donc décidé d’identifier de nouveaux partenaires de cette protéine par une

approche de spectrométrie de masse (en collaboration avec la plateforme de protéomique de
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A IP1
Billes agarose
(41)
IP2
Billes magnetiques
(17)
IP3
Billes agarose
(103)

B Gene protéine ratio IP1  ratio IP2  ratio IP3
Atx2 Ataxin-2 2,69 4,73 nd
Capr Caprin 9,44 6,75 nd
Cdk12 Cyclin-dependent kinase 12 2,25 Spé IP nd
CG15735 LSM12 homolog spé IP Spé IP nd
CG7065 CG7065 spé IP 4,21 nd
cup Protein cup spé IP Spé IP nd
DnaJ-1 DnaJ-1 spé IP 371,19 Spé IP
Eip71CD Peptide methionine sulfoxide reductase spé IP Spé IP nd
gag Nucleic-acid-binding protein from mobile element jockey 11,25 Spé IP nd
gag Retrovirus-related Gag polyprotein from transposon 297 3,00 3,63 nd
gammacop Coatomer subunit gamma 2,22 2,99 nd
GIP Copia protein;Copia VLP protein;Copia protease 4,03 8,22 5,39
Hsc70-3 Heatshock 70 kDaproteincognate 3 ne (1,21) 7,82 4,58
Hsc70-4 Heatshock 70 kDaproteincognate 4 ne (1,94) 10,70 4,81
Hsp23 Heat shock protein 23 7,50 2,32 2,56
Hsp26 Heat shock protein 26 2,25 ne (0,99) 7,58
lark RNA-binding protein lark 2,91 3,21 nd
lig Protein lingerer 2,64 3,64 nd
me31B Putative ATP-dependent RNA helicase me31b 2,06 2,96 nd
mle Dosage compensation regulator 10,00 2,58 nd
Pabp2 Polyadenylate-binding protein 2 3,67 2,73 nd
Prosalpha7 Proteasome subunit alpha type-3 22,00 2,66 nd
ref(2)P Protein ref(2)P 4,64 3,61 nd
Rsfl RNA-binding protein Rsfl spé IP 105,17 nd
sqd RNA-binding protein squid 4,60 12,08 11,39
stc Protein shuttle craft 6,00 3,34 nd
tws Protein phosphatase PP2A 55 kDa regulatory subunit 4,00 2,24 10,38
Upfl Regulator of nonsense transcripts 1 homolog 3,30 3,66 nd

Figure 34 : Identification de partenaires de MLF.

(A) Diagramme de Venn montrant le nombre de protéines retrouvées enrichies dans les extraits de
cellules Kcl167 exprimant la protéine MLF-V5 par rapport aux cellules Kcl67 contrble apres
purification sur billes couplées a un anticorps anti-V5 et spéctrométrie de masse. (B) Liste des 28
protéines retrouvees associées a MLF-V5 dans au moins deux des 3 expériences
d’immunopurification. Le niveau d’enrichissement pour chaque expérience est indiqué. Spé IP=
protéine détéctée uniquement dans I’échantillon MLF-V5. nd : protéine non détéctée. Ne : protéine
non enrichie. Les 5 protéines retrouvées dans les 3 conditions sont indiquées en rouge.



I”IPBS/Génotoul). Pour cela, nous avons établi une lignée stable de cellules Kc167 ayant
intégré le plasmide pMT:MLF-V5-6His qui permet I’expression inductible au cuivre
(promoteur méthalothionine) d’une version étiquetée de MLF : MLF-V5-6HIS. En conditions
d’induction, cette lignée permet I’expression de MLF-V5-6HIS a des niveaux équivalents a
ceux de la protéine MLF endogene (non montre). A partir de cette lignée j’ai donc
immunoprécipité MLF-V5-6HIS avec un anticorps dirigé contre V5 couplé soit a des billes
agarose soit a des billes magnétiques puis identifié par spectrométrie de masse les protéines
co-immunoprécipitées. On notera que lors de la mise au point du protocole, nous avons
observé une meilleure immunoprécipiation de MLF-V5 avec I’anti-V5 couplé aux billes
d’agarose gqu’aux billes magnétiques, ce qui a été confirmé lors de I’analyse par spectrométrie
de masse. Globalement, cette approche a conduit a I’identification d’une centaine de protéines
enrichies (>2 fois) ou uniquement présentes dans les échantillons préparés a partir de la lignée
de Kcl67 pMT:MLF-V5-6His traitée au cuivre par rapport aux échantillons contréles
(préparés a partir de Kc167 « naives » traitées au cuivre) (Figure 34 A). Parmi ces protéines,
28 sont retrouvées dans deux des trois expériences (Figure 34 B) et 5 sont retrouvées
systématiquement dont le co-chaperon DNAJ1. Cette derniére est la plus abondante (apres
MLF) dans les 3 échantillons analysés. DNAJ1 avait été précédemment identifiée en tant que
partenaire potentiel de MLF lors d’un crible pangénomique en double hybride (Formstecher et
al., 2005). De plus, tout comme MLF, DNAJ1 est impliquée dans la suppression de la toxicité
induite par les protéines polyglutamiques (Chan et al., 2000; Fayazi et al., 2006; Fernandez-
Funez et al., 2000; Kazemi-Esfarjani et Benzer, 2000). Ainsi, de part son r6le dans le maintien
de I’homéostasie des protéines ainsi que son lien physique et fonctionnel avec les protéines
MLF, je me suis particulierement intéressée a DNAJ-1 et a son éventuel réle dans la

régulation de LZ.
11.B.2.b. DNAJL interagit physiquement avec MLF et LZ

Suite a I’identification de DNAJL en tant que partenaire potentiel de MLF par
spectrométrie de masse, j’ai testé si ces deux protéines co-localisent et j’ai cherché a
confirmer qu’elles sont capables d’interagir physiquement. L’expression de formes taguées de
DNAJ1 (HA), MLF (GFP) ou LZ (V5) dans les cellules Kc167 m’a permis de montrer par
immunofluorescence que DNAJ1 est majoritairement nucléaire et co-localise avec MLF et LZ
(Figure 35 A). De plus, mes résultats montrent que I’immunoprécipation de GFP-MLF (mais

pas de la GFP seule) permet de coprécipiter HA-DNAJ1 ainsi que DNAJ-1 endogene (Figure
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Figure 35 : MLF, DNAJ1 et LZ co-localisent dans le noyau et interagissent physiquement les
unes avec les autres.

(A) Localisation subcellulaire de 3HA-DNAJL, de LZ-V5 et de MLF-GFP en immunofluorescence
contre les tags HA, V5 ou GFP dans les Kc167. Le topro3 permet de visualiser les noyaux. (B-E) Co-
immunoprécipitation entre LZ, MLF et DNAJ1 dans les Kc167. Les Kc167 ont été transfectées avec
les plasmides indiques puis les extraits cellulaires ont été immunoprécipites (IP) avec un anticorps
dirigé contre la GFP ou contre HA et des western-blots ont été réalise avec les anticorps dirigés soit
contre les tags GFP, HA ou V5 soit contre MLF ou DNAJL.




35 B) et réciproquement, I’immunopreécipitation de HA-DNAJL permet de coprécipiter GFP-
MLF et MLF endogéne (Figure 35 C). Ces résultats confirment donc que MLF et DNAJ1
interagissent spécifiquement I’un avec I’autre.

Etant donné que MLF se lie a LZ, j’ai aussi testé si DNAJ1 peut interagir avec ce
facteur et en effet, j’ai pu observer que I’immunoprécipitation de GFP-LZ entraine la co-
immunoprécipitation de HA-DNAJL (Figure 35 D et E). L’ensemble de ces résultats montre
donc que dans les cellules Kc167 les protéines MLF, LZ et DNAJL sont nucléaires et capables
d’interagir physiquement les unes avec les autres. On ne sait cependant pas si ces interactions

sont directes ou indirectes.

11.B.2.c. DNAJL1 régule post-transcriptionnellement I’activité
et le niveau de LZ

En parallele j’ai cherche & déterminer si tout comme MLF, DNAJL régule le niveau de
LZ. Pour cela j’ai transfecté le pAc:LZ-V5 dans des Kcl67 prealablement traitées par un
dsRNA dirigés contre DNAJ-1 ou par des dsRNA dirigés contre MLF ou contre la GFP. Afin
d’éviter I’effet off-target, trois dsSRNA dirigés contre différentes parties de DNAJ1 ont éte
utilisés. Les analyses en western-blot (Figure 36 A) ainsi que leur quantification (Figure 36
B) montrent que la déplétion de DNAJL par chacun des trois différents dSRNA diminue non
seulement I’expression de DNAJ1 mais également celle de LZ, qui chute d’environ 50% pour
le dsRNA le plus efficace contre DNAJL. A I’inverse, ces dsSRNA n’affectent pas ou peu
I’expression de la Rénilla Luciferase sous contréle du promoteur actine ou celle de MLF
endogene. Ces résultats montrent donc que DNAJ1 régule le niveau de LZ et suggérent que
cette régulation se fait au niveau post-transcriptionnel et ne passe pas par une diminution de
I’expression de MLF.

Nous avons également déterminé I’effet de la déplétion de DNAJ1 sur I’activité
transactivatrice de LZ en utilisant le rapporteur 4xPO45-Fluc (Firefly Luciferase sous controle
des seéquences régulatrices d’une cible de LZ: PO45/mpo) (Figure 36 C). Les résultats
obtenus montrent que la déplétion de DNAJL réduit I’activité luciférase de ce rapporteur
suggerant donc qu’in cellulo MLF régule positivement I’activité de LZ, comme le fait MLF.

Pour m’assurer que DNAJ1 ne régule pas la transcription du pAc:LZ-V5 ou
I’accumulation du transcrit Iz, j’ai réalisé des expériences de gRT-PCR dans des cellules
Kcl167 déplétées ou non pour DNAJL par dsRNA (Figure 36 D). Les résultats obtenus

montrent qu’un traitement avec chacun des trois dsRNA ciblant DnaJl entraine bien une
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Figure 36 : DNAJ-1 régule le niveau et l’activit¢t de LZ en agissant au niveau post-

transcriptionnel

(A) Western-blot montrant que la déplétion par RNAI de MLF ou de DNAJ-1 (3 dsRNA différents)
entraine une diminution du niveau de LZ-V5. La tubuline (Tub) et la Renilla luciferase (RL) sont
utilisés en contrdle de charge et de transfection respectivement. (B) Quantification du niveau relatif de
LZ (normalisé par RL) sur différents western-blots. (C) La déplétion par RNAi de MLF ou de DNAJ-1
(2 dsRNA différents) entraine une diminution de la transactivation du rapporteur 4xPO45-Fluc. (D)
gRT-PCR montrant que la déplétion par RNAi de MLF ou de DNAJ-1 (3 dsRNA différents) diminue
la quantité d’ARNm mlif ou dnaj-1 respectivement, ainsi que celle de mpo et Bc mais n’a pas d’effet

sur la quantité d’ARNm lz.




diminution des ARNm de DnaJl mais sans affecter significativement celle des ARNm de Iz
ou de mlf. Par contre, on observe bien une diminution des ARNm de deux cibles de LZ, Bc et
mpo, dans ces conditions. Ces résultats montrent que DNAJL régule le niveau d’expression et
I’activité de LZ sans affecter ni la transcription de Iz ni la stabilité de son transcrit. Tout
comme son partenaire MLF, DNAJ-1 régule donc post-transcriptionnellement le niveau de LZ
dans les cellules Kc167.

Ainsi, mes données suggeérent fortement que MLF, DNAJL1 et LZ forment un
complexe protéique impliqué dans la régulation de la stabilité et de I’activité du facteur de

transcription LZ.

11.B.3. Le chaperon HSC70-4 interagit avec LZ et régule son niveau
d’expression

DNAJ1 est une protéine chaperon de la famille HSP40/DNAJ. Elle posséde en N-
terminal un domaine de type J ainsi qu’un domaine C-terminal conservé et fait partie des
protéines DNAJ de type II/DNAJB. Ces protéines possédent une fonction intrinséque de
chaperon mais sont surtout connues en tant que co-chaperon des protéines HSP70. J’ai donc
cherché a déterminer si le niveau de LZ est aussi regulé par des chaperons de la famille
HSP70. Chez la Drosophile, cette famille est composée de nombreux membres, néanmoins,
I’un d’entre eux, HSC70-4 nous est apparu comme particulierement intéressant car 1) il fait
parti des régulateurs positifs potentiel du complexe SRP/LZ identifié lors du crible RNAI
visant a identifier des modulateurs du complexe GATA/RUNX (Gobert et al., 2010), 2) il est
fortement exprimé dans le lignage des cellules a cristaux d’apres nos données de RNAseq et
3) c’est un partenaire potentiel de MLF d’aprés nos résultats de spectrométrie de masse.
Ainsi, au vu de ces données, j’ai analysé le rble de cette protéine chaperon dans la régulation

du niveau de LZ in cellulo.

11.B.3.a. HSC70-4 interagit avec DNAJ-1, MLF et LZ

Afin de déterminer si HSC70-4 interagit physiquement avec DNAJL, MLF et LZ, des
expériences de co-immunoprécipiation ont été réalisées en culture cellulaire. Nos résultats
montrent que I’immunoprécipitation de HSC70-4-GFP a I’aide d’un anti-GFP entraine la co-
précipitation de HA-DNAJ1 (Figure 37 A), de MLF (endogene et HA-MLF) (Figure 37 B)
ainsi que de LZ-V5 (Figure 37 C) indiquant donc qu’in cellulo HSC70-4 interagit

physiquement avec ces trois protéines.
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Figure 37 : HSC70-4 interagit physiquement avec DNAJ-1, MLF et LZ et régule post-
transcriptionnellement le niveau et I’activité de LZ.

(A-C) Interactions entre HSC70-4, DNAJ-1, MLF et LZ dans les cellules Kc167. Les cellules ont été
transfectées avec les vecteurs d’expression pour les protéines indiquées puis les extraits cellulaires ont
été immunoprécipités (IP) avec un anticorps dirigé contre la GFP et des western-blots ont été réalisés
avec les anticorps dirigés soit contre les tags GFP, HA ou V5 soit contre MLF. (D) Western-blot
montrant que la déplétion par RNAIi de MLF ou de HSC70-4 (4 dsRNA différents) entraine une
diminution du niveau de LZ-V5. La Renilla luciferase (RL) est utilisée comme contrdle interne. (E)
Quantifications du niveau relatif de LZ (normalisé par le niveau de RL) sur différents western-blots.
(F) La déplétion par RNAI de MLF ou de HSC70-4 (4 dsRNA différents) entraine une diminution de
la transactivation du rapporteur 4xPO45-Fluc par LZ. (G) gRT PCR montrant que la déplétion par
RNAI de HSC70-4 diminue les ARNm de HSC70-4, de mpo et Bc, mais n’a pas d’effet significatif sur
la quantité d’ARNm Iz,




11.B.3.b. HSC70-4 régule post-transcriptionnellement le

niveau d’expression de LZ

En parallele, afin de déterminer si, comme MLF et DNAJ1, HSC70-4 régule le niveau
de LZ, j’ai transfecté le pAc:LZ-V5 dans des cellules Kc167 préalablement traitées avec
différents dsRNA dirigés contre HSC70-4 (4 dsRNA différents) ou contre la GFP. Les
analyses en western-blot (Figure 37 D) ainsi que leur quantification (Figure 37 E) montrent
que I’inhibition de I’expression de HSC70-4 par les différents dsRNA diminue également de
+70 % le niveau de protéine LZ. A I’inverse, ces dsSRNA ne semblent pas ou peu affecter
I’expression de la Rénilla Luciferase sous contrle du promoteur actine. De plus, I’inhibition
de I’expression de HSC70-4 entraine une diminution de la transactivation par LZ du géne
rapporteur 4xPO45-Fluc (Figure 37 F). Les résultats de qRT-PCR montrent que la déplétion
de HSC70-4 par dsRNA entraine une diminution des ARNm HSC70-4 mais sans affecter
significativement le niveau d’ARNm Iz ni celui de mif ou de DnaJl (Figure 37 G). A
I’inverse, en accord avec nos tests de transactivation sur le rapporteur 4xPO45-Fluc, une
diminution de I’expression de deux genes cibles de LZ Bc et mpo est observée. Ces résultats

indiquent donc que HSC70-4 régule post-transcriptionnellement le niveau et I’activité de LZ.
Ainsi, I’ensemble des résultats obtenus dans les cellules Kc167 conduit a proposer que

MLF forme un complexe avec le facteur de transcription LZ, le chaperon HSC70-4 et son co-

chaperon DNAJ1 permettant la stabilisation de LZ et donc la régulation de son activite.
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Figure 38 : DNAJ-1 est exprimée dans le lignage LZ+ circulant chez les larves au troisieme stade
de développement.

(A) Immunofluorescence avec un anticorps dirigé contre DNAJ-1 (en rouge) sur des saignées de
larves L3 portant le transgene Iz:GAL4, UAS:GFP/+ (en vert). (B) Hybridation in situ contre I’ARNm
de dnaj-1 (en rouge) et immunofluorescence contre la GFP (en vert) sur des saignées de larves L3
portant le transgene 1z:GAL4, UAS:GFP/+. Le topro3 (bleu) est utilisé pour marquer le noyau des
cellules.




Partie Ill : Caractérisation du role de DNAJ1 au cours du

développement des cellules a cristaux circulantes chez la larve

I11.A. Introduction

Les résultats obtenus in vivo chez la larve L3 montrent que MLF régule le nombre et
I’état de différenciation des cellules a cristaux circulantes larvaires en agissant sur le niveau
de LZ. Les résultats obtenus in cellulo indiquent quant a eux que le chaperon DNAJ1 est un
partenaire physique de MLF également impliqué dans la régulation du niveau et de I’activité
de LZ. Ainsi, dans cette troisieme partie, nous nous sommes intéressés au role de DNAJ1 au

cours de I’hématopoiése et en particulier dans le développement des cellules a cristaux.

111.B. Résultats

L analyse par immunofluorescence du profil d’expression de DNAJ1 montre que ce
chaperon est fortement exprimé dans le lignage LZ+ ou il semble s’accumuler dans le noyau
par comparaison aux cellules LZ- (Figure 38 A). Des expériences d’hybridation in situ nous
ont permis de confirmer que DnaJl est exprimé dans le lignage LZ+, potentiellement a un
niveau plus élevé que dans les autres cellules sanguines circulantes (Figure 38 B). Ces
résultats suggerent donc que DnaJl pourrait jouer un réle dans le contréle du développement
des cellules a cristaux laraires. Cependant, aucun allele mutant pour DnaJl n’avait été
caractérisé et sa fonction n’avait été étudiée que par des approches de surexpression dans le
cadre de modéles de maladies neurodénératives (Chan et al., 2000; Fayazi et al., 2006;
Fernandez-Funez et al., 2000; Kazemi-Esfarjani et Benzer, 2000). En particulier, différentes
lignées présentant un élément transposable inséré a proximité de DnaJl sont disponibles dans
les collections de Drosophiles, mais aucun de ces transposons n’est inséré dans la séquence
transcrite de DnaJl. De plus, la plus petite déficience couvrant DnaJl (Def(3L)BSC884)
disponible dans les collections de Drosophile affecte 6 autres genes et est homozygote létale
au stade embryonnaire. Enfin, une approche avec des lignées UAS-dsRNA permettant
potentiellement d’inhiber I’expression de DnaJ1l ne m’a pas permis de mettre en évidence de
phénotype hématopoiétique dans les cellules LZ+ circulantes en exprimant ces RNAI

specifiqguement dans le lignage LZ+ (non montré). Il est cependant possible que I’extinction
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Figure 39 : Génération d’une lignée de Drosophiles mutantes pour dnajl par
CRISPR.

(A) représentation schématique de dnajl, des ARNs guides (en orange), et de
I’élément transposable (triangle noir). (B) PCR réalisées avec les primers F9 et R7
(représentés en vert en A) a partir d’ADN extrait de Drosophiles potentiellement
homozygotes mutantes pour dnajl (échelle 2Log).




de DnaJl par ces RNAI ne soit pas suffisamment efficace pour révéler sa fonction. Afin
d’analyser les conséquences d’une perte de fonction totale de DnalJl, nous avons donc

entrepris de générer une lignée de Drosophiles mutantes pour DnaJl.

111.B.1. Etablissement d’une lignée de Drosophiles mutantes pour
DnaJl

Afin de générer une lignée de Drosophile mutante pour DnaJl nous avons choisi
d’utiliser la technique CRISPR/CAS9 (Xu et al., 2015). Cette technique, dérivée d’un systeme
de défense des bactéries contre les virus, repose sur I’utilisation d’ARNs qui sont dits
«guides ». Ces ARNs guides présentent en 5’ une séquence permettant de recruter
I’endonucléase Cas9 et en 3’ un motif de type PAM (proto-spacer adjacent motif, requis pour
le clivage de I’ADN par Cas9) suivi d’une séquence complémentaire a la région d’ADN cible
qui permet la formation de structures double brin reconnues et clivées par Cas9. Ainsi,
I’utilisation de deux ARNSs guides permet de générer deux cassures doubles brins et donc une
délétion de la région comprise entre les deux séquences ciblées par ces ARNs guides. A I’aide
d’outils bioinformatiques (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ et
http://www.flyrnai.org/crispr2/), nous avons sélectionné deux guides présentant une séquence
PAM (de type NGG) susceptibles de cibler spécifiquement DnaJl et de permettre une
délétion quasi complete de ce géne quand on les combine. Nous avons généré des plasmides
permettant I’expression de ces deux ARNs guides, I’un ciblant une séquence située dans les
régions régulatrices de DnaJl et noté gRNAS et I’autre situé dans la partie 3’ de la séquence
codante de DnaJl et noté gRNA2 (Figure 39 A). La région située entre ces deux séquences
fait environ 1700 pb et contient la majeure partie de la région codante de DnaJl. Ces
plasmides ont été co-injectés avec un vecteur d’expression pour la protéine Cas9 dans des
embryons de Drosophiles au stade blastoderme syncitial. Pour la sélection des Drosophiles
mutantes, nous avons tiré avantage d’une lignée de Drosophiles portant un élément P
(P{EPgy2}DnaJ-15Y"**) contenant le mini-gene w (responsable de la couleur rouge des yeux)
inséré juste en amont de la séquence codant pour DnaJ1l et en aval de la séquence ciblée par le
gRNAZ3. Ainsi, si les 2 gRNA permettent la délétion de la région située entre ces séquences
dans la lignée germinale des embryons FO, I’élément P est éliminé et les Drosophiles de la
génération F1 auront les yeux blancs. Il est a noter que les Drosophiles portant cet élément P a
I’état homozygote sont viables jusqu’au stade adulte et ne présentent pas de modification du

nombre ou de la taille des cellules a cristaux circulantes (non montré).
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Figure 40 : DNAJL contrdle le nombre et la taille des cellules a cristaux circulantes larvaires.

Les larves des génotypes indiqués ont été saignées au troisieme stade de développement et les cellules
a cristaux ont été marquées par immunofluorescence contre Bc afin de quantifier (A) leur proportion
par rapport aux hémocytes totaux (DAPI+), (B) leur taille et (C) le niveau de LZ visualisé en
immunofluorescence.



L’utilisation de cette technique a permis de générer cing lignées indépendantes
possédant les yeux blancs et ayant donc potentiellement perdu la région d’ADN contenue
entre les séquences ciblées par les deux ARN guides. Afin de caractériser moléculairement
ces délétions j’ai extrait I’ADN de ces mouches et realise des PCR en utilisant le couple de
primers FO/R7. Parmi les cing lignées générées trois (notées A, C et E) présentent le profil
attendu pour une délétion d’environ 1700 pb dans DnaJl (Figure 39 B). Les deux autres
pourraient correspondre a des remaniements plus complexes. Nous avons séquencé les
produits de PCR obtenus pour les lignées A, C et E afin de valider la délétion de la région
ciblée de DnaJl et determiner précisement les points de cassure. Les résultats du séquencage
montrent que pour deux des lignées (lignées A et C) la séquence délétée comprend la totalité
de la région comprise entre les deux ARNSs guides, les points de cassure sont situés dans
gRNAZ2 et gRNAS3. Il semble qu’il y ait eu, dans la troisieme lignée (lignée E), un événement
de réparation d’une centaine de bases. D’autres PCR sur I’ADN génomique de mouches
homozygotes des lignées A, C et E m’a permis de montrer que I’organisation du locus de part
et d’autre de DnaJl n’est pas affectée (non montré).

Cette approche a donc permis de générer trois lignées indépendantes mutantes pour
DnaJl: DnaJ1?, Dnaji1¢ et Dnaj1F. Etant donné la nature moléculaire de la délétion générée,
il s’agit trés probablement de lignees mutantes nulles pour DnaJl. Elles sont toutes trois
homozygotes sub-viables : seule une partie des adultes homozygotes émergent; ils ne
présentent pas de défauts morphologiques apparents mais les males sont stériles. On notera
que les larves DnaJ1”/Def(3L)BSC884 sont également viables jusqu’au stade adulte et ne

présentent pas non plus de défauts majeurs.

111.B.2. Role de DNAJ1 au cours de I’hématopoiése larvaire

111.B.2.a. DNAJ1 contrdle le nombre et la taille des cellules a

cristaux circulantes

Dans un premier temps j’ai observé les cellules sanguines circulantes de larves L3
dans les trois lignées mutantes pour DnaJl (DnaJ1”, DnaJ1® et DnaJiF) soit & I’état
homozygote (Figure 40, orange) soit en hémizygote sur la déficience Def(3L)BSC884
(Figure 40 jaune). Dans chacun de ces contextes génétiques, les cellules a cristaux
circulantes, mises en évidence ici par immunofluorescence contre Bc, sont plus nombreuses

(Figure 39 A) et plus grandes (Figure 39 B). De maniere surprenante, le niveau de LZ n’est
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Figure 41 : DNAJL est requis de maniére cellulaire autonome pour controler le nombre et la

taille des cellules a cristaux circulantes larvaires

Les larves 1z>GFP des génotypes indiqués ont été saignées au troisieme stade de développement afin
de quantifier la proportion de cellules 1z>GFP par rapport aux hémocytes totaux (DAPI+) (A) ainsi

que la taille les cellules 1z>GFP (B).




quant a lui pas diminué dans ces différents contextes génétiques (Figure 39 C). Des résultats
similaires ont été obtenu en visualisant les cellules a cristaux avec les transgénes lz-
GAL4,UAS-GFP (Figure 41 et non montrés).

Dans un second temps, afin de confirmer que ces phénotypes sont bien associés a la
perte de DnaJl j’ai tenté de sauver ces phénotypes en ré-exprimant DnaJl spécifiguement
dans le lignage LZ+ des larves mutantes pour DnaJl grace a une lignée UAS-DnaJl et au
pilote 1z-GAL4 (Figure 41, jaune). Mes résultats montrent que cette ré-expression est capable
de sauver les phénotypes d’augmentation du nombre (Figure 41 A) et de la taille (Figure 41
B) des cellules a cristaux circulantes présents chez les larves mutantes pour DnaJl. Ces
résultats démontrent que DnaJl est spécifiqguement requis dans le lignage LZ+ pour controler
le nombre et la taille des cellules a cristaux. Il est a noter ici d’une part, que la surexpression
de DNAJ1 n’a pas d’effet sur le nombre ou la taille des cellules a cristaux (Figure 41, bleu) et
d’autre part que I’amplitude des phénotypes apparait plus faible lorsqu’elle est associée a la
perte de DnaJl (Figure 41, orange) que lorsqu’elle est associée qu’a la perte de mlf (Figure
41, vert).

Bien que je n’ai pas pu mettre en évidence de diminution du niveau de protéine LZ par
immunofluorescence dans les cellules a cristaux des larves mutantes pour DnaJl, les résultats
que nous avons obtenus en culture cellulaire et avec I’analyse des larves mutantes pour mif ou
hypomorphes pour Iz m’ont amené a proposer que les phénotypes associés a la perte de DnaJl
pourraient étre liés a une diminution de « I’activité » de lz. J’ai donc testé I’effet de la
surexpression de LZ dans les cellules LZ+ de larves mutantes pour DnaJl. Les résultats que
j’ai obtenus indiquent que les phénotypes d’augmentation du nombre (Figure 42 A) et de la
taille (Figure 42 B) des cellules a cristaux circulantes sont sauvés quand on surexprime LZ
dans le lignage LZ+. Ces résultats suggerent qu’une diminution de I’activité de LZ pourrait

étre a I’origine des phénotypes associés a la perte de DnaJ1l dans les cellules a cristaux.

111.B.2.b. DnaJl interagit génétiquement avec mlf au cours

du développement des cellules a cristaux circulantes

Les résultats obtenus jusqu'a présent indiquent que tout comme MLF, DNAJ1 régule
le nombre et I’état de différenciation des cellules a cristaux circulantes. J’ai donc testé si ces
deux facteurs interagissent géenétiquement au cours du développement de ces cellules. Alors
que le nombre des cellules a cristaux (Iz>GFP+) n’est pas affecté par la perte d’une dose de
mif (mlf °3/+) ou de DnaJl (DnaJ1"/+), en contexte double hétérozygote mlf #>%/+ ;
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Figure 42 : La surexpression de LZ peut sauver les défauts associes a la perte de DNAJ1 dans les
cellules a cristaux circulantes.

Les larves des génotypes indiqués ont été saignées au troisieme stade de développement afin de
quantifier (A) la proportion de cellules 1z>GFP par rapport aux hémocytes totaux (DAPI+) et (B) leur
taille.
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Figure 43 : MLF et DNAJL interagissent génétiquement au cours du développement des cellules
a cristaux circulantes larvaires.

Les larves des génotypes indiqués ont été saignées au troisieme stade de développement afin de
quantifier (A) la proportion de cellules 1z>GFP+ par rapport aux hémocytes totaux (DAPI+) et (B)
leur taille.



DnaJ1”/+ on observe une augmentation significative du nombre de ces cellules qui atteint
celui observé en absence de mlf (mlf >*/mIf*>®) (Figure 43 A). De plus, la taille des cellules
Iz>GFP+ est elle aussi significativement augmentée en contexte double hétérozygote mif 4>
3/+ ; DnaJ1”/+ par rapport & mlf*>*/+ ou DnaJ1”/+ (Figure 43 B). Une interaction génétique
similaire est également observée entre mlf “°= et la déficience couvrant DnaJl (mlf °%/+ ;
Def(3L)BSC884/+) et en visualisant les cellules a cristaux grace au transgene Bc:GFP (non
montre).

Etant donné que la perte de mlf dans le lignage des cellules a cristaux s’accompagne
d’une augmentation de I’activité de la voie Notch, j’ai aussi analysé I’activité de cette voie
dans un contexte mutant pour DnaJl. L’utilisation des rapporteurs de la voie de signalisation
Notch Klu:Cherry (Figure 44 A) et NRE:eGFP (Figure 44 B) montre que cette voie est
suractivée dans les cellules a cristaux circulantes des larves mutantes pour DnaJl. Tout
comme MLF, DNAJ1 semble donc avoir un effet inhibiteur, direct ou indirect, sur la voie de
signalisation Notch. De plus, des expériences d’hybridation in situ suggérent que I’expression
de CG7860, un gene identifié lors de I’approche transcriptomique comme étant fortement
réprimé dans les cellules LZ+ en absence de MLF, est également diminuée dans ces cellules
en absence de DnaJl (Figure 44 C). Pour la voie Notch comme pour I’expression de
CG7860, on notera encore une fois que I’effet de la perte de mlf est plus fort que celui associé
a la perte de DnaJ1l.

L’ensemble de ces données indique que MLF et DNAJ1 possedent des fonctions
communes et semblent agir de concert pour contrdler le développement des cellules a

cristaux.

81



A Niveau de B Niveau de

Klu-Cherry NRE-GFP
30000- e 60000- Fokkk
**
200004 40000+ kol
100001 200001
-1 -
0 T T T 0 ! I
.- + (&)
4 - -0 + = @ .
&2 T2 xF & i g
o= TR o c LL o= =
52 o = LS 5} @ € =
O 2 O o= @ ' S
O =] - O ] L hau
23 << ? & L o g
zZ
S 1 = 2
) - 3 N +
< 2= M~ & >
) o £ < < = LL
N N5 Q= £ Q
- =4 NG @
< 5 E
S pa
C 1z:GAL4, UAS:GFP/+ ; Iz:GAL4, UAS:GFP/+ :
l2:GAL4, UAS:GFP/+ mIf45-3/m|f45-3 dnaj1#/dnaj1¢

CG7860 Iz>GFP
topro3

CG7860

®

Figure 44 : DNAJL régule négativement la voie de signalisation Notch et positivement CG7860.
(A) Quantification des niveaux de Klu-Cherry (A) ou de NRE-GFP dans les cellules exprimant
Iz>GFP (pour Klu-Cherry) ou Bc (pour NRE-eGFP), dans les contextes génétiques indiqués. (C)
Hybridation in situ contre CG7860 et immunomarquage contre la GFP dans les hémocytes circulants
des larves L3 des génotypes indiqués. Le Topro3 est utilisé pour visualiser le noyau des cellules.
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I. Synthése des résultats

Les résultats obtenus en culture cellulaire montrent que MLF s’associe a DNAJL et a
son partenaire HSC70-4. Ces protéines interagissent avec LZ et régulent son activité ainsi que
son niveau d’expression en agissant au niveau post-transcriptionnel. Mes données indiquent
également que MLF stabilise LZ en le protégeant de la dégradation d’une maniére qui semble
indépendante du protéasome. In vivo, chez la larve de Drosophile, MLF régule le nombre et
I’état de différenciation des cellules a cristaux circulantes en agissant sur le niveau de LZ. La
perte de fonction de DnaJ1 récapitule partiellement certains des phénotypes observés dans le
lignage LZ+ des larves mutantes pour mlf avec notamment une augmentation du nombre et de
la taille des cellules a cristaux. De plus DnaJl et mif interagissent génetiquement pour
contréler le développement de ce lignage. Enfin, MLF, DNAJ1 et le niveau de LZ régulent la
voie de signalisation Notch qui est connue pour réguler le nombre et la différenciation des
cellules a cristaux.

Ainsi, I’ensemble de ces résultats améne a proposer que MLF, DNAJL et HSC70-4
forment un complexe « chaperon » permettant de réguler positivement I’activité de LZ et de
contrbler le nombre ainsi que I’état de différenciation des cellules a cristaux circulantes
potentiellement via la voie de signalisation Notch. Des expériences complémentaires seraient

cependant nécessaires pour valider et affiner ce modele.

1. Discussion et perspectives

I11.LA. Le complexe MLF/DNAJ1/HSC70-4etlLZ

Mes résultats d’immunoprécipitation en culture cellulaire montrent que MLF, LZ,
DNAJ1 et HSC70-4 sont capables d’interagir entre eux. Cette approche ne permet cependant
pas de déterminer si ces interactions sont directes ou indirectes et si toutes ces protéines
peuvent s’associer au sein d’un méme complexe. A priori, on peut s’attendre a ce que le co-
chaperon DNAJL interagisse directement avec le chaperon HSC70-4 via son domaine J N-
terminal. De plus, le fait que DNAJL ait été identifié comme partenaire potentiel de MLF dans

un crible double hybride a grande échelle suggere que I’interaction pourrait étre directe,
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méme si on ne peut pas exclure qu’une protéine présente dans la levure serve d’intermédiaire
(Formstecher et al., 2005). Des expériences de pull down avec des protéines purifiées a partir
de E. coli et/ou traduites in vitro pourraient permettre d’identifier les facteurs qui interagissent
directement entre eux et les domaines protéiques impliqués dans ces interactions. Il est a noter
que I’identification des domaines d’interaction pourra également étre utile pour tester si ces
interactions sont nécessaires pour la régulation du niveau et de I’activité de LZ. Il serait aussi
intéressant de tester si la déplétion par RNAi de MLF, DNAJ1 ou HSC70-4 modifie les
interactions entre les autres facteurs ou avec LZ.

D’autre part, nous n’avons pas testé si ces protéines interagissent aussi in vivo. Des
expériences d’immunoprécipitation a partir de cellules sanguines larvaires sont difficilement
envisageables du fait de la faible quantité de matériel biologique disponible et de I’absence
d’anticorps dirigés contre certaines de ces protéines. L’étude de ces interactions pourrait étre
poursuivi in vivo dans les cellules a cristaux circulantes par BiFc (Bimolecular Fluorescence
Complementation) (Hudry et al., 2011) en générant des lignées transgéniques permettant

d’exprimer chacune de ces protéines fusionnées a une partie de la GFP.

11.B. Fonction moléculaire de MLF : un (co)chaperon ?

L’interaction forte que j’ai mise en évidence entre MLF et DNAJ1 ou HSC70-4 laisse
penser que MLF pourrait faire partie d’un complexe chaperon de type DNAJ/HSP70. Ainsi, il
serait particulierement intéressant de déterminer par des approches biochimiques si MLF est
capable de moduler I’activité du complexe DNAJ1/HSC70-4 en mesurant in vitro I’activité
ATPasique de HSC70-4 ainsi que la capacité de ce complexe a renaturer ou a empécher la
dénaturation d’une protéine substrat modéle (par exemple la Firefly Luciferase). Mes résultats
indiquent que LZ pourrait étre un substrat de ce complexe mais la nature exacte de I’activité
de ce complexe sur LZ reste a définir précisément. Par exemple, est ce qu’il régule la
conformation de la protéine LZ néo-synthétisée, son adressage au noyau ou la formation
d’agrégats nucléaires de LZ ? L’accumulation principalement nucléaire de MLF et DNAJ1
dans les cellules suggere un role dans ce compartiment cellulaire mais je n’ai pas pu mettre en
évidence d’effet de I’inhibition par RNAI de MLF ou DNAJ1 sur la localisation de LZ ou sur
sa solubilité (résultats non montrés).

Il serait intéressant aussi de déterminer si, dans les Kcl67, le complexe
MLF/DNAJ1/HSC70-4 est impliqué dans la régulation de la stabilité d’autres protéines,
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notamment des protéines connues pour former des agrégats. En effet, la surexpression de
MLF, DNAJL et de certaines protéines HSP70 permet de supprimer la cytotoxité associées a
I’agrégation de protéines polyQ chez la Drosophile et les mammiferes (Chan et al., 2000;
Fayazi et al., 2006; Fernandez-Funez et al., 2000; Gibbs et Braun, 2008; Kazemi-Esfarjani et
Benzer, 2000; Kazemi-Esfarjani et Benzer, 2002; Kim et al., 2005). De maniere intéressantes,
I’ Ataxin-2, impliquée chez la Drosophile et ’Homme dans des pathologies polyQ (I’ataxie
spino-cérébelleuse de type 2 et la sclérose amyotrophique latérale) (van den Heuvel et al.,
2014), a également été identifiée en tant que partenaire de MLF lors de I’approche de
spectrométrie de masse. Ainsi, ce complexe chaperon pourrait jouer un réle dans le
développement de pathologies neurodégénatives associées a I’agrégation de protéines. Grace
au mutant de DnaJl que j’ai généré, I’interaction fonctionnelle entre mif et DnaJl dans ce
processus pourra étre étudiée.

La recherche des partenaires physiques de MLF en spectrométrie de masse a
également révelé d’autres candidats dont il serait intéressant de poursuivre I’étude. Par
exemple, dans les 3 expériences de spectrométrie de masse on retrouve les protéines TWS,
une sous unité régulatrice de la protéine phosphatase PP2A, la petite protéine de choc
thermique HSP23, la protéine de liaison a I’ARN SQD, et la protéine de rétrotransposon GIP.
Les expériences de dsRNA sur certains de ces candidats ne m’ont pas permis d’etablir un lien
avec la régulation du niveau de LZ culture de cellules (résultats non montrés), mais ces

protéines pourraient participer a d’autres aspects de la fonction de MLF qui reste a identifier.

11.C. MLF et contrble du niveau de LZ

Les résultats que j’ai obtenus indiquent que MLF (ainsi que DNAJ1 et HSC70-4)
régule post-traductionnellement le niveau de LZ en permettant de le stabiliser. Mes résultats
suggeérent également que la dégradation de LZ en absence de MLF est indépendante du
protéasome mais le mécanisme de dégradation mis en jeu reste inconnu. Chez les mammiferes
il a été montré que p53 peut étre dégradé par un mécanisme indépendant du protéasome
mettant en jeu des protéases spécifique, les calpaines (Tao et al., 2013). Chez la Drosophile, il
existe trois génes codants pour des calpaines notés A a C. La calpaine B a été identifiée en
tant que suppresseur de la Iétalité induite suite a I’expression de RUNX1-ETO dans le
domaine LZ+ (Osman et al., 2009) et les résultats que j’ai obtenus en traitant les cellules

Kc167 avec des dsRNA contre la calpaine B ne m’ont pas permis de mettre en évidence un
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role de cette cystéine protéase dans la régulation du niveau de LZ (résultats non montrés). Il
serait néanmoins intéressant de tester le role des calpaines A et C par dsSRNA ou de tester
I’effet d’inhibiteurs génériques des cystéines protéases (leupeptin, pepstatin A, E64).
Alternativement, il est possible que LZ soit dégradée par voie lysosomale. En effet, en plus de
réguler la dégradation des protéines par le protéasome, les protéines chaperons de la famille
HSP70 peuvent réguler la dégradation des protéines par des mécanismes d’autophagie. Ces
mécanismes appelés CMA (Chaperone Mediated Autophagy) et CASA (chaperone-assisted
selective autophagie) sont impliqués dans la dégradation des protéines qui sont sous forme
d’agrégats et sont respectivement indépendant et dépendant de I’ubiquitinylation (Kettern et
al., 2010). On peut imaginer qu’en absence de MLF, DNAJ1 ou HSC70-4, le processing de
LZ par le complexe chaperon soit bloqué et cause une accélération de sa dégradation par
CMA ou CASA. Il serait donc intéressant d’étudier le role de I’autophagie dans la régulation
du niveau de LZ en utilisant par exemple des inhibiteurs des lysosomes (NH4Cl ou
chloroquine) ou de I’autophagie (3-méthyladénine) ainsi que des dsRNA ciblant des acteurs
spécifiques des ces voies. Pour terminer, il est possible que MLF agisse a différents niveaux
pour réguler LZ post-transcriptionnellement : non seulement en régulant sa stabilité/demi-vie

mais aussi en contrélant sa traduction et/ou sa conformation/solubilité (cf ci-dessus).

11.D. DNAJ1 et le controle de LZ in vivo

Les résultats obtenus en culture de cellules indiquent que DNAJL régule post-
transcriptionnellement le niveau de LZ. Cependant in vivo, le niveau de LZ observé par
immunofluorescence ne semble pas diminuer dans les cellules a cristaux des larves mutantes
pour DnaJl, bien que ces cellules présentent des caractéristiques communes avec celles
observées quand le niveau de LZ est réduit (larves mutantes mif ou hypomorphes Iz ; cf ci-
dessous). Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce résultat. Premiérement, il est possible
que dans le mutant DnaJ1 les phénotypes hématopoiétiques observés soient indépendants de
LZ. Cette hypothése est cependant en désaccord avec les résultats que j’ai obtenus et qui
suggerent que ces phénotypes sont sauvés en surexprimant LZ dans le lignage LZ+.
Deuxiemement, un probleme de sensibilité de la technique d’immunofluorescence est
envisageable. Les phénotypes associés a la perte de DnaJl sont globalement plus faibles que
ceux que I’on observe en absence de mif (in vivo mais aussi en culture cellulaire), il est donc

possible que la différence d’expression de LZ ne soit pas détectable par immunofluoresence.
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Une analyse par western blot pourrait étre plus sensible mais est difficilement réalisable avec
les faibles quantités de cellules sanguines LZ+ que I’on peut collecter. Troisiemement, il est
envisageable qu’in vivo certaines protéines possedent des fonctions redondantes avec DNAJ1
concernant la régulation de LZ et que ces protéines ne soient pas exprimées dans les cellules
Kc167. Les résultats que j’ai obtenus en gRT PCR concernant CG5001, phylogénétiquement
le plus proche de DnaJl, suggérent d’ailleurs qu’il n’est pas ou peu exprimé dans les cellules
Kc167 alors qu’il est exprimé dans les cellules a cristaux circulantes d’aprés nos données de
RNAseq. Il serait donc intéressant d’étudier le réle de CG5001 dans les cellules a cristaux et
notamment de tester si dans le double mutant dnaj1/CG5001 une diminution du niveau de LZ
est observée. Cependant aucun alléle mutant pour CG5001 n’est actuellement disponible pour
tester cette hypothese. Quatriémement et pour terminer la régulation de LZ pourrait étre
différentes ex vivo dans les cellules Kc167 qui n’expriment normalement pas LZ et in vivo
dans les cellules LZ+ circulantes. Il est possible par exemple qu’en absence de DnaJl, LZ soit
mal replié et forme des agrégats qui sont protégés de la dégradation par MLF quand celui ci
est fortement exprimé dans le noyau, comme c’est le cas dans les cellules a cristaux, alors
qu’ils sont dégradés dans les cellules Kc167 ou la protéine MLF endogene est exprimée plus
faiblement. De plus d’autres facteurs exprimés spécifiquement dans les cellules a cristaux ou
dans les cellules Kc167 pourraient reguler le destin final des protéines LZ mal repliées.

Un enjeu important sera de réussir a trancher entre ces différentes hypotheses pour
savoir si MLF et un systéeme chaperon/co-chaperon de type DNAJ/HSP70 forment bien un
complexe impliqué dans la régulation du niveau de LZ in vivo et de déterminer son mode

d’action preécis.

I1.E. Mécanismes de régqulation du nombre et de la taille des

cellules a cristaux par MLF et LZ

Mes résultats indiquent que la régulation de niveau de LZ par MLF est un élément
crucial dans le contréle du développement du lignage des cellules a cristaux. En effet, en
absence de mif, le nombre et la taille des cellules a cristaux augmentent alors que le niveau de
LZ diminue. De facon importante, ces phénotypes sont aussi observés dans des larves
hypomorphes pour Iz et sont sauvés par la ré-expression de LZ (ou de MLF) dans les cellules
LZ+ des larves mutantes pour mif. Les mécanismes mis en jeu dans le contréle du nombre et

de la taille/état de différenciation des cellules a cristaux dans ces contextes restent cependant a
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étre décryptés. Différentes hypotheses permettent d’expliqguer comment MLF pourrait

contrdler de maniere cellulaire autonome le développement des cellules a cristaux.

11.E.1. La voie INK

Il a été démontré que, sous I’action de la voie de signalisation JNK, les cellules a
cristaux matures « éclatent » et liberent les prophénoloxidases dans I’hémolymphe (Bidla et
al., 2007). Ainsi, il est possible que, dans un mutant mlf, la voie JNK soit inhibée et donc que
les cellules a cristaux ne se rompent pas ce qui pourrait provoquer une accumulation de
cellules a cristaux de grande taille. Il serait donc intéressant de déterminer si en absence de
MLF la rupture des cellules a cristaux est affectée ou si la voie de signalisation JNK est
dérégulée. 1l a été montré récemment qu’un gain de fonction de MLF dans I’aile
s’accompagne d’une activation de la voie JNK et que MLF peut se lier via DREF par activer
I’expression de basket (Drosophila JNK) (Yanai et al.,, 2014), mais notre analyse
transcriptomique des cellules LZ+ dans les larves mutantes pour mif n’a pas révéle de
modifications significatives de I’expression des composants de la voie JNK. De plus, des
données obtenues au laboratoire (V. Gobert, communication personnelle) suggérent qu’une
inhibition de la voie JNK n’est pas suffisante pour causer une augmentation du nombre ou de

la taille des cellules a cristaux circulantes.

11.E.2. La prolifération et I’apoptose

L’augmentation du nombre de cellules a cristaux pourrait étre due a une augmentation
de la prolifération. Bien qu’au stade L3 les cellules LZ+ mlf-/- possedent plut6t des traits
caractéristiques des cellules a cristaux différenciées exacerbés, une différenciation plus lente
de ces cellules (due a une diminution de I’expression de LZ ?) pourrait leur laisser une fenétre
de temps plus grande pour proliférer. A ce jour, il n’a jamais été observé qu’une cellule LZ+
larvaire puisse se diviser (Krzemien et al., 2010; Leitdo et Sucena, 2015; Makhijani et al.,
2011), mais il pourrait y avoir une réactivation du programme de prolifération cellulaire en
absence de mif. En effet, MLF interagit avec DREF, qui régule I’expression de nombreux
genes impliqués dans le cycle mitotique et I’endoréplication (Matsukage et al., 2008; Ohno et
al., 2000). La encore, nos données de RNAseq ne nous ont pas permis de mettre en évidence
de cibles de DREF (telles que PCNA, cycA, e2F1, DNApol a) dont I’expression serait
modifiée en absence de mlf. De hauts niveaux de LZ (i.e. en condition normale) pourraient

également induire I’apoptose d’une partie des cellules LZ+ comme cela a été décrit dans I’ceil
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(Wildonger et al., 2005). Cependant, I’expression ectopique d’un inhibiteur de I’apoptose
(p35) dans les cellules LZ+ n’induit pas d’augmentation du nombre de cellules a cristaux
circulantes (L. Waltzer, données non publiées), suggérant que le nombre de ces cellules

n’est pas régulé par cette voie.

11.E.3. La voie Notch

J’al pu mettre en évidence une augmentation de I’activité de rapporteurs de la voie
Notch dans les cellules a cristaux mutantes mif”, DnaJ1 ”~ ou hypomorphes pour lz. De plus,
les résultats de notre analyse transcriptomique montrent une augmentation de I’expression de
certaines cibles de la voie Notch dans le lignage des cellules a cristaux dont Notch, CG32369,
peb/Hnt ou E(spl)-m3 (Terriente-Felix et al., 2013). Il a été démontré que la voie de
signalisation Notch contrle le nombre et I’état de différenciation des cellules a cristaux
(Duvic et al., 2002; Lebestky et al., 2003; Mukherjee et al., 2011; Terriente-Felix et al., 2013)
et que, dans les ilots sessiles, les plasmatocytes sont capables de se transdifférencier en
cellules a cristaux grace a I’action de la voie de signalisation Notch (Leitdo et Sucena, 2015).
L’ hyperactivation de cette voie pourrait donc étre a I’origine de I’augmentation du nombre et
de la taille des cellules & cristaux circulantes. Comme [I’activation de Notch dans les
précurseurs des cellules a cristaux précede I’induction de I’expression de Iz (Leitdo et Sucena,
2015), et que les phénotypes des larves mif (ou DnaJl) sont sauvés en re-exprimant LZ ou
MLF (ou DNAJ1) avec le pilote 1z-GAL4, il est probable que ce soit une augmentation
cellulaire-autonome de I’activité de la voie Notch dans les cellules LZ+ qui soit mise en jeu
plutdt qu’une augmentation du nombre de cellules a cristaux spécifiés (par transdifférentiation
des plasmatocytes). Dans les cellules LZ+, le maintien de I’activation de la voie Notch
promeut leur endoréplication et donc augmente leur taille (Terriente-Felix et al., 2013) et
permettrait d’accroitre leur nombre en inhibant leur rupture (Mukherjee et al., 2011). Ainsi, il
serait intéressant de déterminer si I’augmentation du nombre et de la taille des cellules a
cristaux circulantes en contexte mutant pour mlf ou DnaJ1 ou hypomorphe pour Iz peut étre
supprimée en diminuant I’activité de la voie Notch dans les cellules LZ+.

Ensuite, il serait intéressant de comprendre comment cette voie est suractivée dans ces
contextes. Nos données de RNAseq montrent que I’expression de plusieurs protéines régulant
le statut redox des cellules est affecté en absence de mlf, avec notamment une activation de
I’expression de I’oxidoreductase CDR, impliquée dans la production de ROS, mais aussi

d’enzymes de détoxification telles que la peroxiredoxine Jafracl ou les gluthationes
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transférases dont I’expression est induite en conditions de stress oxydant (Sykiotis et
Bohmann, 2008). Or il a été montré qu’une augmentation du niveau de ROS peut stabiliser
Notch (Mukherjee et al., 2011). Il serait donc intéressant de tester si une modification du
niveau de ROS participe aux phénotypes causes par la perte de mlf, DnaJl ou lz.

I1.LF. MLF : un réqulateur clé de I’expression génique dans les

cellules a cristaux

Dans le but de comprendre comment mlf régule le nombre et la différenciation des
cellules a cristaux circulantes nous avons établi leur transcriptome en contexte sauvage ou
mutant pour mlf. L’analyse de ces transcriptomes a révélé que de nombreux génes sont
dérégulés en absence de mlf mais n’a pas permis de dégager de facon évidente une signature
moléculaire qui révele la dérégulation d’une voie de signalisation ou d’un processus impliqué
dans le controle de la prolifération, de I’apoptose, de la croissance ou de la différenciation des
cellules a cristaux. Il est possible qu’au stade larvaire L3, stade auquel ont été réalisés les
transcriptomes (102h +6h de développement), il soit trop tard pour observer I’effet de MLF
sur le développement des cellules a cristaux. En effet, des cellules a cristaux larvaires sont
spécifiées dans la larve durant toute la durée du stade L3 (Leitdo et Sucena, 2015) et ce
processus commence probablement encore avant (Lanot et al., 2001; Lebestky et al., 2000) ; il
est donc possible qu’au stade observé, on ait une population hétérogéne de cellules a cristaux
(jeunesl/vieilles) et que, pour comprendre comment MLF agit, il faille réaliser le transcriptome
(et d’autres analyses) plus t6t au cours du développement larvaire. Cependant, la quantité
d’ARNmM obtenue a partir des cellules LZ+ était déja limitante a 102h et donc le faible nombre
de cellules LZ+ présentes dans des larves plus jeunes rendrait cette approche encore plus
difficile.

Cette analyse transcriptomique montre néanmoins que mlf est requis pour I’expression
normale d’environ 500 génes et qu’il affecte tout particulierement I’expression de genes
spécifiques des cellules a cristaux. C’est donc un régulateur majeur de la transcription dans ce
lignage. Toutefois, de maniére surprenante, alors que le niveau de protéine LZ diminue dans
les cellules & cristaux mIf”, I’expression de génes cibles connus de LZ tels que mpo et B¢ ne
semble pas dérégulée. Ce résultat, qui est confirmé par hybridation in situ et
immunomarquage contre mpo (dans les larves mlIf” mais aussi dans des larves hypomorphes

pour 1z), suggeére qu’un faible niveau de LZ est suffisant pour induire la transcription de ses
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cibles. On peut aussi penser que la diminution du niveau de LZ est en partie compensée par
I’augmentation de I’activité de la voie Notch, qui collabore avec LZ pour induire I’expression
de certains genes (Terriente-Felix et al., 2013). Alternativement, il est possible qu’a partir
d’un certain stade de maturation des cellules a cristaux, I’expression de ces génes devienne
(en partie ?) indépendante de LZ et soit assurée par un autre facteur de transcription qui
assurerait le relais. Une étude trés récente montre que parmi les genes les plus activés suite a
la surexpression de Hnt dans le disque d’ceil (ou est aussi exprimé LZ) on retrouve Bc et mpo
(Oliva et al., 2015). Il est donc tentant de proposer que ce facteur de transcription puisse

compenser la diminution de LZ pour I’activation de ces genes.

11.G. Fonctions de DNAJlin vivo : un régulateur de

I’hématopoiese et plus ?

Gréace au mutant nul de DnaJ1 que j’ai généré par la technique CRISPR/Cas9, j’ai pu
montrer que ce gene est requis pour le développement normal des cellules a cristaux
circulantes et interagit génétiquement avec MLF au cours de ce processus. Le fait que

I’augmentation du nombre et de la taille des cellules & cristaux des larves DnaJ1*/®

puisse étre
sauvée en ré-exprimant DNAJ1 dans les cellules LZ+ démontre que ces phénotypes sont bien
dus a la perte de DnaJl et que DNAJ1 agit postérieurement a I’induction du destin cellules a
cristaux. Ces resultats suggerent aussi fortement que DNAJL agit de facon cellulaire
autonome, mais une publication récente montre que DNAJL (et aussi hDNAJB1 et d’autres
chaperons) peut étre sécrétée par la voie des exosomes et peut agir aussi de fagcon non-
cellulaire autonome (Takeuchi et al., 2015). On notera toutefois, que DNAJ1 semble
principalement nucléaire dans les cellules a cristaux, ce qui renforce I’idée d’une fonction
cellulaire autonome. En plus des cellules sanguines larvaires circulantes sur lesquelles je me
suis concentré, il serait a présent intéressant d’étudier le réle de DNAJ1 au cours de
I’hématopoiése embryonnaire pour déterminer notamment si, comme MLF, DNAJ1 est
nécessaire pour le maintien des cellules a cristaux a ce stade, mais aussi d’étudier sa fonction
dans la glande lymphatique et dans le systeme hématopoiétique adulte. Le role de HSC70-4
(ou d’autres protéines de cette famille) dans les cellules a cristaux circulantes dans un premier
temps puis plus généralement au cours de I’hématopoiése mériterait lui aussi d’étre étudié.
Mis a part son implication dans la suppression de la cytotoxicité associées aux
protéines polyQ et mes données montrant son réle dans I’hématopoiese, on sait encore tres

peu de choses sur les fonctions de DNAJL. Mes données montrent que DnaJl n’est pas
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absolument requis pour la viabilité des Drosophiles. Il est possible cependant que DNAJL ait
des fonctions redondantes avec d’autres Hsp40 de classe I, telles que CG5001 ou MRJ.
DNAJ1 pourrait jouer un role dans la réponse au choc thermique : c’est est une cible directe
de HSF dont I’expression est induite suite a un choc thermique (Birch-Machin et al., 2005;
Gonsalves et al., 2011), la déplétion de DNAJ1 dans les cellules SL2 promeut I’expression de
protéines de choc thermique (Marchler et Wu, 2001) et plusieurs études suggérent une
association entre le niveau d’expression de DNAJ1 et la tolérance au froid (Carmel et al.,
2011; Colinet et al., 2010; Colinet et al., 2013). La disponibilité d’un allele mutant nul pour
dnajl devrait maintenant faciliter la caractérisation de ses fonctions au cours du

développement et dans le maintien de I’homéostasie de I’organisme chez la Drosophile.

I1.H. Conservation

Mes résultats montrent qu’une diminution du niveau de LZ s’accompagne d’un
phénotype que I’on pourrait qualifier de pré-leucémique caractérisé par une surproduction de
cellules a cristaux (mal) différenciées. Ces données sont a rapprocher de celles qu’on observe
chez les patients atteints de FDP/AML (familial platetel disorder with predisposition to acute
myeloid leukemia), une maladie haploinsuffisante due a la mutation germinale d’un allele de
RUNX1 (Liew et Owen, 2011). Ces patients présentent une thrombocytopénie causée par un
défaut de maturation des mégakaryocytes dont la différenciation dépend du niveau RUNXI,
et évoluent fréquemment vers une leucémie. Ainsi, malgré des différences qui existent entre
ces deux systemes, on peut espérer que I’étude des cellules a cristaux puisse apporter des
informations nouvelles sur le processus de transformation oncogénique lié a la dose de
RUNX.

Il a précédemment été démontré que la régulation du niveau de RUNX est une
caractéristique conservée des protéines MLF (Bras et al., 2012). En particulier, I’absence de
MLF entraine un sauvetage de la létalité et des phénotypes hématopoiétiques induits suite a
I’expression de la protéine leucémogéne humaine RUNX1-ETO dans le lignage LZ+ (Bras et
al., 2012). Ainsi, bien que je n’ai pas pu mettre en évidence de diminution du niveau de LZ
dans les cellules LZ+ circulantes en absence de DNAJL, il serait intéressant de déterminer si
I’absence de DNAJL est capable de sauver les phénotypes hématopoiétiques induits par
RUNXL1-ETO et s’il régule le niveau d’expression de cette protéine. Par la suite, on pourrait
chercher a savoir si les homologues de DNAJ1 chez I’Homme (DNAJB4 et DNAJB6)
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contrélent aussi le niveau et/ou I’activité des protéines RUNX, notamment dans les cellules
sanguines normales ou leucémiques.

En fait, le r6le des homologues de DNAJL et de MLF chez les mammiféres reste
globalement a étre mis a jour. Il sera particulierement intéressant de savoir si le lien
fonctionnel que j’ai mis en évidence entre ces protéines chez la Drosophile est conservé, non
seulement pour ce qui concerne le développement des cellules sanguines ou des leucémies
mais aussi dans le cadre des maladies neurodégénératives, pathologies dans lesquelles ces
deux familles de protéines ont été impliquées.
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Lignées de Drosophiles et croisements :

Les lignées suivantes ont été utilisées : dMLF*>2 | dMLF’®! | UAS-mIf (Martin-Lannerée et
al., 2006), UAS-lz, 1z-GAL4,UAS-mCD8-GFP, Def(exel)7138 P{EPgy2}DnaJ-15"%*%°  UAS-
DnaJ-1, Def(3L)BSC884 (Bloomington Stock Center), klumpfuss:Cherry, (Terriente-Felix et
al., 2013) ; NRE :eGFP (Housden et al., 2012). Bc-GFP (Tokusumi et al., 2009).

Les croisements ont été réalisés a 25°C sur un milieu a mouche standard (Agar- levure- farine

de mais- sucrose).

Immunofluorescence

Les larves L3 (femelles, sauf indication contraire) sont saignées comme décrit dans Osman et
al., 2009 et les hémocytes de 4 larves minimum (ou les cellules Kc167) sont collectés sur une
lamelle dans 1 ml de PBS contenu dans un puits d’une plaque P24 de culture cellulaire (P24).
Les plaques sont centrifugées 3 min a 1000 rpm et les échantillons sont fixé 20 minutes dans
de la paraformaldéhyde 4%. Apres trois lavages dans du PBS-0.3% triton et un blocage de 30
minutes dans du PBS-0.3% triton 1% BSA, I’anticorps primaire (est incubé a 4°C sur la nuit
dans du PBS-0.3% triton 1% BSA. Apres trois lavages dans du PBS-0.3% triton, I’anticorps
secondaire couplé aux alexa fluo 488, 555 ou 647 (Molecular Probes) est incubé pendant une
heure. Aprés trois lavages dans du PBS-0.3% triton et un lavage dans du PBS les hémocytes
circulants sont montés dans du Vectashield aprés avoir prealablement marqué es noyau au
DAPI ou avec du Topro3. Pour les glandes lymphatiques, celles-ci sont disséquées a partir de
larves L3 et collectées dans du PBS. Les étapes de fixation, de marquage avec les anticorps et
de montage sont globalement identiques a celles suivi pour les hémocytes circulants. Les
anticorps primaires suivant ont été utilisés: souris anti-LZ, anti-Antp, anti-Hnt
(Developmental Studies Hybridoma Bank, DSHB), lapin anti-MLF (Fouix et al., 2003), lapin
anti-PPO1 (Li et al., 2012), souris anti-COL (Crozatier et al., 2004), lapin anti-
DNAJ1 (Marchler et Wu, 2001), lapin ou souris anti-GFP (Torrey Pines ou Roche), souris
anti-mCherry (Abcam); souris anti-HA et souris anti-V5 (Sigma).

Les images ont été acquises sur un microscope confocal Leica SP2 ou SP5 ou sur un
microscope a épifluorescence Zeiss. Les quantifications d’intensité du signal LZ et de taille
des cellules ont été réalisees sous ImageJ. Pour I’analyse des glandes lymphatiques, les
différentes quantifications ont été réalisées comme indiqué dans Benmimoun et al., 2012.
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Hybridation in situ

Des sondes ARN anti-sens dirigées contre teplV, mpo, Jafrac, oscillin CG7860 ou CG6733
marquées avec de la DIG ont été utilisées pour réaliser les hybridations in situ comme décrit
dans Avet-Rochex et al., 2010. Brievement : les glandes lymphatiques (dissequées ou les
cellules circulantes issues de saignée de larves L3 sont collectées dans du PBS, fixées 20
minutes dans de la paraformaldéhyde 4% et stockées puis rincées et perméabilisées dans du
PBS- 0,3% Triton. Les échantillons sont ensuite pré-incubés 1H a 65°C dans un tampon
d’hybridation (HB) puis incubées a 65°C sur la nuit la sonde DIG ARN dans du tampon HB.
Aprés 2 lavages a 65° dans du HB, les échantillons sont lavés dans du PBS-0.3% triton,
bloqués dans du PBS-0.3% triton 1% BSA et incubés 2 H avec I’anticorps primaire anti-DIG
(1/2000 ; Roche) a température ambiante. Le signal d’hybridation in situ est révélé avec du
fast-red (Roche) et suite a trois lavages dans du PBS-0.3% triton les lames sont montées dans
du Vectashield. Pour I'immunofluorescence couplée a I’hybridation in situ, suite au dernier
lavage, les glandes lymphatiques sont bloquées dans du PBS-0.3% triton 1% BSA et traitees

comme décrits ci-dessus avec I’anticorps primaire puis secondaire d’intérét.

Culture cellulaire, traitement dsRNA et transfection

Les cellules Kc167 sont mises en culture a 25°C dans un milieu Schneider (Invitrogen)
complémenté avec 10% de serum fetal de bceuf (FBS) et 50 ug de pénicilline/streptomycine
(Invitrogen). Pour les traitements dsRNA, les cellules sont ensemencées a 1 million de
cellules par ml. 24 H apres elles sont incubées avec un dsRNA (16 pg/puits pour une plaque 6
puits, 8 pg pour une 12 puits) dans du Schneider sans sérum pendant 40 min puis du schneider
10% FBS pénicilline/streptomycine est ajouté. Aprés 24 H d’incubation les cellules sont
transfectées avec les plasmides d’intérét par Effecténe (Qiagen) puis collectées 72 H apres
afin d’extraire les protéines ou les ARNm.

Pour le calcul de la demi-vie de LZ, de la cycloheximide (50 pg/ml) est ajoutée 6H, 4H et 2H

avant la collecte des cellules.

Extraction d’ARN, réverse transcription et RT-gPCR

Les cellules sont collectées et les ARN sont extraits a I’aide du Kit RNeasy (Qiagen). 1 ug
d’ARN est rétrotranscrit avec de la Superscript Il (Invitrogen) et 10 pul d’ADNc d’une dilution
au 1/300 sont utilisés comme matrice pour la gRT PCR (Sybr green Jumpstart Taq ready
mix ; Sigma-Aldrich). Les moyennes et les écarts types ont été calculés a partir de triplicats

biologiques indépendants.
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Extraction de protéines, immunopreécipitation et Western Blot

Les cellules sont collectées et lysées 30 min sur glace dans 100 ul de tampon RIPA (150 mM
NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS, 50 mM Tris pH 8 supplémenté en inhibiteurs de protéases
(Roche)) ou 100 pl de tampon IP ((150 mM NacCl, 0.5% NP40, 0.1% SDS, 50 mM Tris pH 8,
1mM EGTA, supplémenté en inhibiteurs de protéases (Roche)) pour les immunoprécipitation.
Aprés centrifugation a 13000g a 4°C pendant 15 min, les protéines présentes dans le
surnageant sont dosées, séparées (50 pg de protéines) par SDS PAGE et transférées sur une
membrane de nitrocellulose. La membrane est ensuite lavée dans du PBS1X puis blogquée
avec une solution PBS/Tween20/Lait10%. Les anticorps primaires sont dilués dans du
PBS/Tween/Lait 1% et apres une nuit d’incubation, les membranes sont incubées avec les
anticorps secondaires couplés a la péroxydase 45min a température ambiante. Les western-
blots ont été révélés par photoluminescence (Kit ECL ; Pierce). Les anticorps utilisés sont les
suivants : anti-V5 (Invitrogen), anti-tubuline (Sigma-Aldrich), anti-Rénilla (Cliniscience),
anti-HA (Sigma), anti-MLF, anti-GFP, anti-DNAJ1, anti-SRP (B. Augeé). Les quantifications
sont réalisées sous ImageJ.

Pour les immunoprécipitations : les protéines (1mg) sont pré-adsorbées dans du tampon IP
avec 60 pl de billes sépharoses couplées a la protéine A ou G pendant 1H a 4°C et
immunoprécipitées dans du tampon IP a 4°C sur la nuit avec 1 pg d’anticorps et 20 ul de
billes sepharose. Les billes sont lavées dans du tampon IP et les protéines immunoprécipitées

sont déposées sur gel SDS-PAGE et révélées par western-blot.

Tests Luciférase

Les cellules Kc167 traitées ont été ensemencées en plaque 96 puits, incubées avec lug de
dsRNA puis transfectées avec 55 ng du rapporteur p4X-PO45-Fluc (Gobert et al., 2010) , 20
ng de pAc-Rluc et 10 ng de pAc-Lz-V5 par puits. Les cellules sont lysées 72H apres
transfection et les activites Firefly et Renilla luciférases sont mesurées en utilisant le systeme

Dual luciferase reporter assay (Promega).

Spectrométrie de masse

Pour la spectrométrie de masse, la lignée stable Kc167 pMT-MLF-V5-His ou de la lignée
parentale Kc167 a été ensemencée & 10° cellules/ml. L expression de MLF-V/5 a été induite en
traitant les cellules 24h avec 50mM CuSO4 puis les protéines ont été extraites dans du tampon

IP et dosées. Les immunoprécipitations ont été réalisées a partir de 20 mg de protéines avec
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200 pl de billes sépharoses couplées a I’anti-V5 (Sigma) ou 400 pl de billes magnétiques
couplées a I’anti-V5 (MBL). Les échantillons ont été élués dans du tampon Laemmli.

Les éluats ont été réduits (30mM DTT 5min a 95°C) puis alkylés (90mM lodoacétamide,
30min a TA dans le noir). Les échantillons sont ensuite chargés sur gel SDS PAGE 12%, qui
est coloré a I’Instant Blue. Une bande unique est découpée. Apres décoloration, les protéines
sont ensuite digérées par incubation des morceaux de gel avec 1ug de trypsin (Promega) dans
50 mM d’ammonium bicarbonate, a 37°C sur la nuit. Les peptides générés sont extraits des
gels gréce a trois étapes : une premiere incubation dans 50 mM d’ammonium bicarbonate, 15
min a 37°C, et deux incubations dans 10% d’acide formique/acetonitrile (1:1), 15 min a 37°C.
Les trois extraits sont regroupés avec le surnageant initial de la digestion, séchés au speed vac
et resuspendus dans 17uL de 2% acetonitrile, 0.05% acide trifluoroacetique. Le mélange
peptidique est ensuite analysé par nanoLC-MS/MS utilisant un systeme Ultimate3000-RS
(Dionex) couplé a un spectrométre de masse LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific).
5uL de chaque échantillon est chargé sur une pré-colonne C18 (300 Tm ID x 5 mm, Dionex)
a 20pL/min dans 5% acetonitrile, 0.05% acide trifluoroacetique. Aprés 5 min de dessalage, la
précolonne est basculée sur la colonne analytique (75 Tm ID x 50 cm Reprosil C18, package
IPBS) équilibrée dans 95% de solvant A (5% acetonitrile, 0.2% acide formique) and 5% de
solvant B (80% acetonitrile, 0.2% acide formique). Les peptides sont élués par un gradient de
5 a 50% de solvant B durant 80 min a 300nL/min. Le LTQ-Orbitrap est réglé en mode
d’acquisition dépendant avec le logiciel XCalibur. Survey scan MS sont acquis dans
I’Orbitrap dans une gamme de masse de 350 a 1800 m/z avec une résolution de 60000. Les
vingt ions les plus intenses sont sélectionnés afin d’étre fragmenter par CID-MS/MS dans la
trappe linéaire (LTQ). Une exclusion dynamique de 60 sec est appliquée pour éviter la re-
sélection d’un peptide. Pour les différents peptides identifiés, I’interrogation de la banque

Swiss-prot par Mascot Daemon a permis d’identifier les protéines présentes.

Transcriptome : Saignées ; FACS ; Extraction d’ARN

Les cellules sanguines ont été collectée en saignant entre 100 et 150 larves L3 (96h-108h) du
génotype  1z-GAL4,UAS-mCD8GFP/+  (contrdles) ou 1z-GAL4,UAS-mCD8GFP/+ ;
mIf°“*/mlf°“® (mutantes) dans du PBS froid pour chaque échantillon. Aprés filtration des 10
échantillons sur un tamis nylon de maillage 35um (Falcon), les cellules LZ+ ont été triées par
cytométrie de flux sur la base de I’expression de la GFP sur un trieur de cellule FacsScalibur

a une pression de 20psi. La premiere partie de I’échantillon a été récupérée et réanalysée par
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FACS pour s’assurer de sa pureté. L’ARN des cellules GFP+ a ensuite été extrait en utilisant
le kit Arcturus PicoPure RNA Isolation (applied biosystems).

La suite du traitement des échantillons et leur seéquencage a haut débit a été réalisé par le
service d’analyse Genomique de I’Université du Michigan (Detroit, USA). Aprés dosage et
verification de la qualité des 10 échantillons par passage sur puce Agilent Bionalyzer RNA
pico, 3 échantillons contrdles et 3 échantillons mutants ont été sélectionnés pour étre
séquencés. Les ARN de ces échantillons ont été reverse-transcrits en ADNc et amplifiés en
utilisant le kit NUGEN Ovation Ultralow conformément au protocole. La librairie pour le
séquencage a été préparée avec le kit Illumina TruSeq RNA Library Prep. Suite a
I’amplification les ADNc ont été fragmentés par sonication (Covaris) et la taille des fragments
a été vérifiée sur puce Agilent. Les fragments ont ensuite été réparés pour obtenir des
extrémités « blunt » et les adaptateurs ont été ligués par PCR pour obtenir la banque finale.
Les banques ont été séquencées sur un séquenceur a haut débit Illumina HiSeq 2500 (single-
end 50bp)

Analyses Bioinformatiques

Les contrbles qualités initiaux des résultats de sequencage ont été réalisés avec FASTQC. Les
séquences ont été filtrées pour éliminer les adaptateurs et les bases de mauvaises qualités avec
Trimmomatic et reverifiées avec FASTQC. Les séquences ont ensuite éte alignées sur le
génome de la Drosophile (BDGP R5/dm3) avec TopHat et Bowtie2. Un tableau avec le
nombre de lecture pour chaque géne annoté a été généré avec HTSeq-Count. Les étapes de
normalisation de profondeur de lectures, d’estimations de variance et les analyses
d’expressions différentielles (avec correction de type Benjamini et Hochberg) ont été réalisées
sous R Bioconductor avec la suite DESeq. Les valeurs d’expression de chaque gene en FPKM
(Fragments Per Kilobase of exon model per Million fragments) ont été calculées avec
Cufflinks.
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