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Introduction 

 

1. Le développement du système nerveux chez la drosophile 

 

s plus complexes et fascinants à étudier. Le 

 et 

nerveuses démontrent toute la complexité et la précision déployée par le cerveau lors de son 

développement.   

développement du cerveau, nous nous sommes servis des nombreux atouts que le modèle de 

la drosophile (Drosophila melanogaster) pouvait apporter. Hormis son cycle de reproduction 

rapide, le modèle drosophile possède des outils génétiques puissants, tels que le système 

UAS-GAL4 in vivo des différents mécanismes 

un des 

organismes modèles les plus adéquats

annoté, réparti sur seulement quatre chromosomes. De plus, la faible redondance génétique 

impliqués dans le 

développement.  

 

1.1 Le cerveau 

 

Comparé aux vertébrés, la drosophile présente certains avantages quant à 

son système nerveux. Outre la simplification de son développement et son nombre inférieur  
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Figure 1 . Le cerveau adulte se compose de différentes structures : 

les lobes optiques (OL), les lobes antennaires (AL), les mushroom bodies (MB), les ventro-latéral protcerebrum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2 :  Chaque hémisphère est composé de 100 

neuroblastes, divisés en deux groupes : neuroblaste de type I et neuroblaste de type II. Alors que les neuroblastes 

de type I se divisent pour donner un autre neuroblaste et une GMC qui donnera deux progéniteurs neuronaux, 

la division des neuroblastes de type II donnera un neuroblaste et un progéniteur intermédiaire (INP), qui donnera 

ohwi & Doe 2013). 
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de neurones (environ 100 000 ), le cerveau de la 

(lobes optiques, lobes antennaires ou encore corps pédonculés) une fonction précise (Figure 

1). 

Le développement du cerveau démarre dès le stade embryonnaire, avec la division 

successive des quelques 200 neuroblastes mis en jeu. Ces neuroblastes sont répartis de façon 

symétrique dans les deux hémisphères, et se divisent de façon asymétrique afin de produire 

un nouveau neuroblaste et une Ganglion Mother Cell (GMC). Cette GMC subit ensuite une 

nouvelle division pouvant donner cette fois-ci deux neurones ou un neurone et une cellule 

gliale. Ces divisions successives perdurent tout au long du développement larvaire et pupal 

afin  un cerveau fonctionnel (Bello et al., 2008 ; Ceron et al., 2001) (Figure 2).  

 

 

1.2 Les mushroom bodies 

 

1.2.1 Développement 

 

Les mushroom bodies (MB) ou corps pédonculés sont une structure symétrique au 

centre du cerveau de la drosophile, décrite pour la première fois par Félix Dujardin en 1850. 

deux mille neurones, aussi appelés cellules de Kenyon 

(Kenyon F.C., 1896). Ce sont des neurones unipolaires caractérisés par la présence de 

dendrites, ou calyx, formées sous le corps cellulaire, et suivies du prolongement axonal. 

Les neurones des MB sont issus de la division de quatre neuroblastes dans chaque 

hémisphère. Ces quatre neuroblastes donneront lieu, au cours du développement, aux trois 

types de neurones : les neurones , les neurones /  (Ito, K., 1997 ; Lee 

et al. 1999) (Figure 3). 
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Au début du stade larvaire, les MB ne sont composés que des neurones . Ceux-ci sont dits 

 un 

faisceau de fibres . 

à partir de celui-ci que chaque axone se séparera 

axones se séparer en deux branches : la branche 

médialement. Au passage du stade larvaire au stade pupal, les premiers neurones / , 

appelés neurones pionniers / , commencent à se développer. Au même stade, les neurones 

 subissent un remodelage. Les deux b

totalement élaguées. Seuls les corps cellulaires et le pédoncule de ces neurones subsistent, 

phénomène au stade pupal /  se développent. Leurs axones sont 

eux aussi branchés, avec une branche dorsale , et une branche  médiale. 

 : dorsalement, nous retrouvons les lobes 

 et , . 

Les neurones se développent de façon successive, quel que soit leur type. Par exemple, 

tous les neurones /  (environ 1 000 neurones) ne se développent pas de façon synchronisée, 

mais les uns après les autres. Les premiers neurones (neurones pionniers) forment un faisceau 

dans lequel pousseront successivement tous les autres axones. Ainsi les axones des 

neurones les plus jeunes (aussi nommés neurones centraux / ) seront situés au centre du 

faisceau alors que les plus vieux (les neurones /  de surface) seront en périphérie. Chacune 

des catégories de neurones peut être spécifiquement marquée grâce à des lignées GAL4 (Aso 

et al. 2009) (Figure 4).   
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1.2.2 Fonction 

 

Différentes études ont démontré le rôle des MB dans la mémoire olfactive et 

et al. 1985 ; De Belle & Heisenberg 1994 ; McBride et al. 1999). 

les compare aux 

(Strausfeld et al. 1998).  

quatre types : 

la mémoire à long terme (LTM), la mémoire à court terme (STM), la mémoire à moyen terme 

(MTM)  (ARM) (Figure 5). Différents paradigmes 

mémoire appétitive associe une odeur à une récompense (sucre), alors que le paradigme de 

peuvent être mis trois 

types de mémoire (Figure 6). 

neurones des MB interviennent dans 

alors que les neurones  sont associés à la mémoire à court terme, les neurones /  sont 

spécialisés dans la mémoire à long terme. Les neurones 

consolidation de la mémoire (Blum et al. 2009 ; Trannoy et al. 2011 ; Redt-Clouet et al. 2012).  

 

Durant ma thèse, je me suis concentrée sur la compréhension du développement des 

neurones /  des MB. Pour cela, je me suis focalisée sur le rôle et les interactions des 

protéines APPL, DSH, ABL, HTT et ARM dans la croissance de ces neurones. Le reste de cette  
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introduction sera une description de ces différentes protéines, et de leurs rôles pathologiques 

 

 

 

2. Le gène Appl et son homologue humain APP 

 

Au sein du laboratoire de Jean-Maurice Dura, nous nous sommes intéressés à la 

fonction de la protéine APPL (Amyloid Precursor Protein Like) dans le développement des 

neurones /  de mammifère APP (Amyloid 

Precursor Protein). Cette dernière a été largement étudiée depuis les trente dernières années 

 

 

2.1  

 

Rapidement après la découverte du gène codant APP par Kang et al. en 1987, il a été 

identifié chez les mammifères  : APLP1 et 

APLP2 (Wasco W et al. 1992 ; Wasco W et al. 1993).  

Différentes isoformes du gène APP sont produite et al. 

 du gène APP semble être ubiquitaire, les isoformes de la protéine 

695aa est 

spécifique des cellules neuronales (Kang et al. 1987 ; Tanaka et al. 1989).  

et al. en 

 chez le rat, suggérant ans la 

croissance cellulaire. Cependant, la création de souris KO pour le gène APP a montré que la 

ne aucune létalité, ni stérilité. Cette absence de phénotype  
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chez le mutant est sûrement due à une redondance fonctionnelle des protéines APLP1 et 

in vivo. Ceci a été confirmé par les 

double mutants APP/APLP2 et APLP1/APLP2 qui présentent une létalité post-natale (Heber et 

al. 2000).  

 

2.1.1 Structure de la protéine APP 

 

La protéine APP se présente comme une protéine transmembranaire de la famille de 

type I, avec un seul domaine transmembranaire, une large région N-terminale ectoplasmique 

et une plus courte région C-terminale cytoplasmique (Figure 7). On retrouve différents 

domaines conservés entre espèces.  

Dans la partie extracellulaire, nous retrouvons deux domaines : E1 et E2, qui peuvent 

être chacun divisé en sous domaines. Le domaine E1 est composé de deux régions distinctes : 

ine liant le cuivre (CuBD). Ces domaines de 

liaison  récepteur (Rossjohn et al. 1999). Le domaine E1 est suivi 

s 

mise en évidence à ce jour. Dans toutes les isoformes, exceptée 695aa, 

cette région est suivie par un domaine inhibiteur de protéase de type Kunitz (KPI). Il est 

e 

hélices , qui sont capable 

-même (Xue et al. 2011). Le dernier domaine majeur de la partie 

protéine APP subit différents évènements de protéolyse pouvant libérer ce fragment  
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susceptible de conduire à la formation des plaques amyloïdes, constituants majeurs de la 

 (Cette partie sera développée plus précisément ultérieurement).  

Enfin, dans la partie intracellulaire nous retrouvons un motif YENPTY, fortement 

, impliqué 

dans le renouvellement de la protéine (Lai et al. 1995 ; Perez et al. 1999 ; Ring et al. 2007). 

 

2.1.2 Mod  

 

Le long de la protéine APP sont retrouvés différents sites de clivage, tous ciblés par une 

sécrétase spécifique. On dénombre trois différentes sécrétases : -sécrétase, -sécrétase, -

 : la voie 

amyloïdogénique faisant intervenir une -sécrétase, et la voie non-amyloïdogénique, faisant 

intervenir une -sécrétase (Figure 8). 

 

2.1.2.1 La voie non amyloïdogénique 

 

via -sécrétase et la -

-sécrétase est relativement proche du domaine 

transmembranaire, dans la région A . C -

formation de ce peptide A , et  et un 

 se produit 

dans différents compartiment cellulaires (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi) mais 

aussi à la membrane cellulaire (Nunan & Small, 2000 ; Parvathy et al. 1999). Suite à ce clivage,  
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Figure 8 :  La voie non-amyloïdogénique 

-sécrétase et -

sécrété sAPP

par -sécrétase et -

sAPP   
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le fragment C83 subit un autre clivage, par une -sécrétase. Le site de clivage par la -sécrétase 

C-terminale de la région A -sécrétase, le clivage 

par la - et 

al. 1997 ; Weidemann et al. 1997). Cela permet de libérer un fragment exprimant le reste du 

domaine A , p3 et un fragment exprimant tout le domaine intracellulaire, AICD (APP 

IntraCellular Domain) (Figure 8). 

 

2.1.2.2 La voie amyloïdogénique 

 

fait intervenir, quant à lui, la -

sécrétase et la -sécrétase. Le site de clivage par la - -

terminale de la région A . Ce clivage par la -

fragment soluble, sAPP  gment toujours lié à la membrane, C99. Ce clivage se 

produit dans les mêmes compartiments cellulaires que celui engendré par -

membrane cellulaire (Huse et al. 2000). Le fragment C99 ainsi généré subit ensuite un clivage 

par une - -terminale de la région A . Cela permet de libérer le peptide 

A  un fragment exprimant tout le domaine intracellulaire, AICD.  

Il est important de noter que la -sécrétase possède quant à elle deux sites de clivage, 

longueurs différentes : A 1-40 et A 1-42 des plaques 

 (Figure 8). 
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2.1.2.3 La balance entre ces deux voies  

 

Ces deux voies protéolytiques amyloïdogénique et non amyloïdogénique affectent APP 

selon un processus métabolique normal (Haass et al. 1992). Les différents fragments solubles 

et intracellulaires 

physiologiques propres. Toutefois, il existe un équilibre entre ces deux voies. Lorsque cet 

équilibre est déréglé, des défauts apparaissent avec notamment la formation des plaques 

-sécrétase et la -sécrétase. Ainsi, lorsqu  

correspondante (Vassar et 

al. 1999 ; Luo et al. s pour expliquer 

à la voie non 

amyloïdogénique, ce qui engendrerait une trop forte production du peptide A , que la cellule 

aux autres, affectant le 

transport axonal et les contacts synaptiques, ce qui entraîne à terme une dégénérescence 

neuronale. Toutefois, il ne peut pas être négligé  

est néfaste, la perte du fragment sAPP  et de son effet neuroprotecteur pourrait avoir un rôle 

 

 

2.1.3 Rôle physiologique 

 

ivement étudiée au cours des dernières décennies, la 

 

Des études en culture de cellules ont montré 

croissance neuronale (Small et al. 1994 ; Allinquant et al. 1995) et la synaptogénèse. Pendant 

le développement, APP est exprimée en région pré et post-synaptique.  
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Cependant, une forte augmentation de la quantité de protéine durant la formation de la 

synapse est observée (Loffler & Huber 1992 ; Clarris et al. 1995). Chez la souris, Salbaum & 

Ruddle (1994) ont 

le tube neural, ce qui correspond au moment de la différentiation et de la croissance 

neuronale. Il a également 

blessure axonale (Gentleman et al. 1993), ce qui laisse 

dans le mécanisme de réparation. Des études chez la souris ont également permi

(Magara et al. 1999 ; Rama et al. 

Netrin1 et agirait avec le complexe DCC pour permettre un guidage correct des neurones de 

 

des cellules souches neuronales (CSN). En effet, -sécrétase entraîne une 

diminution de la prolifération des CSN, qui peut être sauvée par la surexpression du fragment 

sAPP  (Demars et al. 2011). De plus, les cellules souches du SNC de souris surexprimant APP 

ont une propension plus grande à se différencier en neurones alors que celles provenant de 

souris APP-KO présentent une différentiation neuronale plus faible (Hu et al. 2013).  

Différentes études mettent aussi en avant un effet des fragments issus de la protéolyse 

on du fragment sAPP  dans un cerveau 

(Thornton et al. 

APP/APLP2 permet de sauver la létalité (Weyer et al. 2011). Cela démontre un effet de la 
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, 

conduisant à une dérégulation calcique au niveau de la synapse (Lee et al. 2010 ; Hoe et al. 

2009 ; Cousins et al. 

via un effet sur le transport axonal. En effet, APP a été retrouvé au niveau des éléments 

vésiculaires des dendrites et axones (Schubert et al. 1991).  

Schubert et al. 

1989 trice 

extracellulaire (Narindrasorasak et al. 1992 ; Beher et al. 1996), les protéines APLP1 et APLP2, 

avec lesquelles APP peut se dimériser, sont capables 

cellule, en culture cellulaire (Soba et al. 2005) 

 

Bien que chacune de ces études démontre un rôle potentiel dans le développement 

neuronal, nous ne savons que très peu de choses sur les mécanismes mis en place par cette 

sup

petite protéine G spécifique : G 0 (Nishimoto et al. 1993). Ces r

 

et al. 

hypothèses faisant intervenir les différents fragments formés à partir 

est transporté dans le noyau (Cupers et al. 2001 ; Cao & Sudhof 2001 ; Gao & Pimplikar 2001).  
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Les fragments sécrétés sAPP  et sAPP  pourraient eux aussi avoir un effet sur le 

développement. Ces fragments présentent des affinités avec différents récepteurs, tels que 

les récepteurs de facteurs de croissance (GFR) (Wallace et al. 1997 ; Akar & Wallace 1998), et 

cellulaire. 

 

2.2 Rôle de la protéine APPL chez la drosophile 

 

Afin 

évitant ainsi les effets de redondance génétique. Chez la drosophile, cette protéine est 

exprimée exclusivement dans le système nerveux (Luo et al. 1990 ; Martin-Morris & White 

1990). Bien que cette protéine APP- globale 

avec son homologue humain, on peut observer une plus forte identité (environ 50%) des 

domaines extracellulaires E1 et E2, et de la région intracellulaire avec la protéine APP (Rosen 

et al, 1989) (Figure 9). De plus, il a été démontré que les différentes sécrétases clivant APP 

sont conservées chez la drosophile, et permettent de fractionner la protéine APPL en 

différents fragments (Carmine-Simmen et al. 2009). Il a ainsi été mis en évidence la formation 

 

A -like (dA ) (Luo et al. 1990 ; Carmine-Simmen et al. 2009 ; Bolkan et al. 2012 ; Ramaker et 

al. 2016).  Tout comme son homologue humain, le peptide dA  possède un effet toxique et 

entraîne une neurodégénérescence chez la drosophile âgée (Carmine-Simmen et al. 2009). La 

région intracel

retrouvons entre autres le motif YENPTY et le site de fixation à la protéine G0. Il a ainsi été  
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démontré que tout comme son homologue, APPL est capable de se lier grâce à ce site de 

fixation à la protéine G 0 (mais pas aux protéine Gi et Gs

G par APPL est impliquée dans la régulation de la migration neuronale (Ramaker et al. 2013). 

 souligne une conservation structurelle entre APPL et son 

homologue humain APP, mais aussi une conservation de la fonction toxique du peptide issu 

PL et APP possède aussi 

des fonctions physiologiques  

 

 

2.2.1 développement du système nerveux 

 

Les drosophiles mutantes pour Appl (Appld) sont viables et fertiles (Luo et al. 1992). 

Cependant, les mutants pour ce gène présentent quelques défauts au niveau du 

développement du système nerveux central (SNC) et périphérique (SNP). 

Au niveau du SNP, le mutant Appld présente une perte des soies sensorielles (MSO : 

Mechano Sensory Organs) au niveau du scutellum (Merdes et al. 2004), pouvant être 

Appl dans ce contexte. De plus, ce phénotype 

mutant a été reproduit en exprimant une construction ARNi) durant le 

développement. Cette étude suggère 

cellulaires des récepteurs sensoriels s MSO. 

En parallèle, une étude en culture cellulaire a montré que la perte et le gain de fonction 

Appl entraînaient une diminution de la croissance neuronale (Li et al. 2004). Il a pu être mis 

en évidence que la protéine APPL non sécrétée (APPLsd) avait la capacité de favoriser la 
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croissance 

favoriserait la croissance axonale. 

 été par la suite confirmé dans le SNC. 

Soldano et al. (2013) ont démontré que le mutant Appld entraînait des défauts dans le 

développement des neurones /  des MB. En effet, Appl est nécessaire de façon autonome 

cellulaire à la croissance des axones 

développement du lobe  de façon non autonome cellulaire. Grâce aux expériences de 

sauvetage, ils ont pu met

recrutement de la tyrosine kinase ABL AB

a permis de présenter APPL comme un co-récepteur de la voie PCP (Planar Cell Polarity) 

pendant la croissance des axones  des neurones /  des MB (Ces résultats seront détaillés 

ultérieurement).  

L mais aussi îne une augmentation de 

et al. 2005). Tout comme pour la croissance axonale des 

neurones / , cet effet passe par une interaction avec la protéine ABL via le domaine 

 

Appl avait été observée dans les photorécepteurs et les 

axones en cours de développement (Torroja et al. 1996), Mora et al. (2013) ont pu démontrer 

Appl est plus importante dans les photorécepteurs R7 et R8. Ces derniers 

projettent leur axone dans le second neuropile optique (medulla) où ils connectent dans 

différentes couches cellulaires (Meinertzhagen & Hanson 1993). Ils ont aussi montré que chez 

un mutant Appld, un faible pourcentage des axones du photorécepteur R7 ne ciblent pas les  
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bonnes couches de la medulla. Bien que ce phénotype soit relativement faible, il induit une 

forte diminution de la réponse aux UVs chez la drosophile adulte. Le phénotype du mutant 

Appld a pu être augmenté en associant la mutation à des mutants hétérozygotes de différents 

Appl agirait comme un co-récepteur pour 

permettre le guidage des axones R7 vers leur cible. 

récepteur, dans la croissance du système nerveux. Cependant, il est à noter que la pénétrance 

Appld reste faible, ce qui laisse penser que la protéine jouerait plutôt 

un rôle de soutien dans le développement. 

 

2.2.2 nsport axonal 

 

Appl 

joue un rôle dans le transport axonal et la formation de la synapse. 

Il a été montré que la perte et Appl induisent la formation 

régats neuronaux provoquant des défauts dans le transport axonal (Gunawardena & 

Goldstein 2001). De plus, Appl dans le transport axonal requiert la partie 

intracellulaire de la protéine via son interaction avec la kinésine 1. 

Une étude plus récente a mis en évidence une régulation dynamique du transport 

cône de croissance ou du bouton synaptique pendant le développement (Ramaker et al. 

2016).  Une fois insérée à la membrane, il semblerait que la protéine subirait rapidement 

la 

protéine entière.  
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Appld dans les jonctions neuromusculaires pendant le 

Appl dans la formation des boutons 

augmente le nombre de boutons synaptiques, le mutant Appld Une 

a permis de 

mettre en évidence que le domaine cytoplasmique, et plus précisément le motif YENPTY et le 

domaine G0, participent à la formation des boutons synaptiques. Ces résultats permettent à 

nouveau de proposer APPL comme étant un récepteur. 

L Appl dans le développement synaptique des jonctions 

neuromusculaires a également mis en évidence une interaction biochimique entre APPL et 

FAS et al. 2005). Cette étude a mis 

en avant la capacité de FASII à induire la formation de nouvelles synapses 

 

 

2.2.3  

 

Outre son rôle pendant le développement, il s sse aussi en 

réponse à une blessure. En effet, après avoir subi un traumatisme physique, les cerveaux de 

zones 

ayant subi les dommages (Leyssen et al. 

de la voie de signalisation JNK, connue pour être impliquée dans le développement chez la 

drosophile (Martin-Blanco 1997 ; Galko & Krasnow et al. 2004) et dans la régénérescence 

axonale chez les mammifères (Raivich et al. 2004). Ces résultats suggèrent une coopération 

entre APPL et la voie JNK (c-Jun N-terminal kinase)  
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neuronale.  

De par son homologie avec la protéine humaine APP, il était intéressant 

Appld 

ont une durée de vie réduite par rapport aux drosophiles sauvages (Wentzell et al. 2012), ce 

plus, le mutant Appld s gènes mutés 

comme yata et löchrig (loe) (Sone et al. 2009 ; Tschäpe et al. 

de la protéine entière APPL, ou de la form

dégénérescence neuronale observée chez le mutant loe. Wentzell et al. (2012) ont pu mettre 

-sécrétase (kuz). L (APPLs) ne 

entière démontre par ailleurs que cette forme 

-

mutant loe

selon le type de sécrétase clivant la protéine, comme cela a déjà été démontré c

avec la protéine APP. 

Ces résultats confirment ceux obtenus dans l -Simmen et al. de 

2009, qui montrent CE entraîne une 

dégénérescence des photorécepteurs. Ce phénotype est retrouvé lorsque le peptide dA  est 

exprimé dans les photorécepteurs. 

-

sécrétase et la -sécrétase, dévoilant respectivement un effet neuroprotecteur ou un effet 

neurodégénératif de ces fragments (Ramaker et al. 2016 ; Wentzell et al. 2012 ; Carmine- 
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Simmen et al. 2009). 

 

2.2.4  

 

 la protéine APPL soit principalement exprimée dans les MB, le 

pourrait suggérer un potentiel rôle 

la mémoire chez la drosophile. Afin de répondre à cette question, Goguel et al. (2011) ont 

exprimé une construction ARNi contre Appl dans les MB, uniquement chez des drosophiles 

adultes grâce au « système Switch ». 

 : RU486. Ainsi, 

de la séquence UAS. Grâce à ce système 

Ils ont ensuite mesuré les performances des différentes mémoires produites par les 

drosophiles : la mémoire à court terme (STM), la mémoire à long terme (LTM) et la mémoire 

. L  peut durer 

plusieurs heures, et la LTM dure 24H voire plus (Chabaud et al. 

-Appl, tandis que la LTM 

présente des performances diminuées. Il était déjà établi que la LTM reposait sur une synthèse 

protéique de novo, 

 

Plus récemment, la même équipe a démontré que les mutants Appld hétérozygotes 

de défaut de 

développement au niveau des MB (Bourdet et al. 

STM dan -Appl, est  
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-Appl en condition hétérozygote mutant est inférieure à 

celle -Appl. Cela permet 

s. Il est montré dans 

s), soit de la forme non clivable sd

it vouloir 

dire que pour chacun de ces deux types de mémoire, APPL agirait selon des mécanismes 

différents. 

Enfin une tro  de drosophile 

-sécrétase (dBACE), ou du 

fragment dA  dans les MB dans un contexte mutant hétérozygote Appld amplifiait 

significativement les défauts de la STM (Bourdet et al. 2015b). 

Ces différentes études démontrent que, bien que le peptide dA  ait un effet néfaste 

niveau de la formation d

- , mais aussi à la 

pert  

 

2.2.5  

 

Outre son effet dans la mémoire, le mutant Appld montre aussi des défauts 

comportementaux, et notamment dans le phénomène de phototaxie lié à une réactivité 

locomotrice réduite (Luo et al.  
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protéine APPL entière. A contrario sd ne permet pas de 

 

et 

al. 2015). La surexpression de la sécrétase dBACE dans les « clock cells » grâce à timeless-GAL4 

entraî e 

activité/repos. Des résultats similaires sont observés lorsque cette fois-ci on surexprime kuz, 

suggérant que pour la régulation du rythme circadien, APPL possède un effet protecteur dans 

sa forme entière. Ces résultats coïncident avec ceux obtenus par Long et al en 2014, où ils 

fragments A  humain.  

 

3. La voie PCP 

 

3.1 Fonction 

 

La voie Planar Cell Polarity (PCP), voie non canonique des Wnt, représente une voie de 

hile mettant en 

avant le rôle de deux gènes de la voie des Wnt : fz (frizzled) et pk (prickle) dans la régulation 

de la polarisation de la cuticule (Gubb & Garia-Bellido 1982). Cette voie oriente les cellules le 

ettant la formation de différents organes et 

de cette voie notamment chez les vertébrés a été démontrée.  

Dans les cellules non polarisées, les différentes protéines de la voie sont réparties de 

façon homogène dans la cellule. Pendant le stade pupal, ces protéines vont être distribuées  
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Figure 10 : La voie PCP dans les cellules épithéliales. Dans des cellules épithéliales en cours de polarisation, 

de FZ dans cette 

PK, ce qui mènera à la formation de pole apical. (Schéma inspiré ). 

 

 

 
Figure 11 : La voie PCP dans les cellules neuronales. VANG et FZ co-

réguleront le cytosquelette cellulaire. (Sch et al. 2012). 
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de façon asymétrique. Alors que FZ, DSH (dishevelled) et DGO (diego) seront localisées à la 

membrane distale, VANG (Van Gogh) et PK le seront à la membrane proximale (Axelrod 2001 ; 

Jenny et al. 2003). Seule exception, la protéine FMI (flamingo) est présente aux deux 

extrémités et favoriserait la communication cellulaire en participant à la formation des 

tte voie (Figure 10). 

Outre son implication dans le développement épithéliale, la voie PCP intervient aussi 

dans différents processus du développement du système nerveux, tels que la croissance 

axonale, le guidage axonal et la synaptogénèse (Lee et al. 2003 ; Goodrich 2008 ; Wada & 

Okamoto 2009 ; Tissir & Goffinet 2010). Lors du développement neuronal, les récepteurs FZ 

et VANG sont co-localisés à la membrane du cône de croissance (Figure 11). 

 

3.2 Les membres de la voie PCP dans les neurones /  de drosophile 

 

démontré récemment que la voie PCP est impliquée dans le développement des neurones 

/  des MB de drosophile (Soldano et al. 2013). Dans ce système, les protéines FZ et VANG 

sont avec APPL des co-récepteurs, permettant la phosphorylation et activation de DSH, via la 

protéine ABL (Abelson Tyrosine Kinase) (Figure 12). 

 

3.2.1 Les récepteurs : Appl, fz et Vang 

 

Dans cette étude, APPL est décrit comme un co-récepteur de FZ et VANG. En effet le 

phénotype mutant Appld est amplifié par la perte de fonction partielle de fz ou de Vang. Grâce 

à des expériences de co-immunoprécipitation, ils ont pu mettre en évidence une interaction 

physique entre APPL et FZ et entre APPL et VANG, conservées entre les protéines de  
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mammifères.  

muté. Cela peut aussi expliquer que le phénotype mutant Appld ait une faible pénétrance 

).  

De plus, les données génétiques et biochimiques tendent à montrer que la protéine 

WNT5 pourrait être le ligand commun aux trois récepteurs.  

 

3.2.2 Le gène dsh 

 

Dans la voie PCP, la protéine cytoplasmique DSH est sous le contrôle du récepteur FZ. 

Le gène dsh est fortement conservé entre les espèces. La protéine est composée de trois 

domaines : domaine DIX, le domaine PDZ, et le domaine DEP en région C-terminale. Ces 

différents domaines sont tous impliqués dans des interactions protéiques. La régulation de 

 

par FZ se traduit par une hyper-phosphorylation de la protéine. 

Dans le cas de neurones /  des MB, il a été montré que le mutant dsh1, 

que la fonction de dsh dans la voie PCP, présente des défauts de développement des lobes  

et , identiques à ceux du mutant Appld. Le sauvetage du mutant Appld par la surexpression 

de dsh  

Cette étude de Soldano et al. 2013 fait suite à celle de Singh et al. 2010, qui définit la 

protéine ABL comme étant la kinase phosphorylant DSH pendant le développement des 

neurones / . 
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3.2.3 Le gène Abl 

    

Le gène Abl code pour une tyrosine kinase cytoplasmique, hautement conservée au 

incluent deux protéines : c-

seule : ABL. 

La protéine est composée en N-

C-

un motif PXXP pouvant se lier aux protéines CRK et ABI (Figure 13). 

au niveau nucléaire en cas de réponse au stress (Van Etten et al. 1989). 

tyrosine 412 (Dorey et al. 2001). La protéine ABL alterne entre un état actif et un état inhibé, 

soit grâce à un inhibiteur, soit par auto- -inhibition ABL repose sur des 

interactions intramoléculaires complexes, entre le domaine SH3 et la région « linker » 

connectant les domaines SH2 et kinase (Barilà et al. 1998 ; Pluk et al. 2002). En parallèle, 

négativement sa fonction kinase (Woodring et al. 2001), probablement en favorisant une 

conformation inhibée de la protéine.  
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3.2.3.1 Abl  

 

leucémies : la leucémie myéloïde chronique (LMC) et la leucémie aigüe lymphoblastique (LAL). 

Ces cancers se développent suite à une translocatio Abl du chromosome 9 sur BCR 

(Breakpoint Cluster Region) sur le chromosome 22, générant une protéine fusion BCR-ABL 

encore très incertaine. Différentes protéines BCR-ABL ont été détectées, chacune différant 

dans la longueur de la séquence BCR fusionnée. Alors que la protéine P210 BCR-ABL est 

caractéristique de la LMC, la protéine P185 BCR-ABL est caractéristique de la LAL (Figure 14). 

-inhibition 

naturelle de cette dernière. Au fil des années, différents traitements thérapeutiques ont été 

type 1 v

 

Cependant, bien que le rôle de BCR-ABL dans les leucémies soit bien détaillé, peu de 

 ; Lin et al. 2007 ; Drake et al. 2012). Des mutations 
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3.2.3.2 Abl pendant le développement 

 

Abl pendant le développement neuronal chez 

Chez les mammifères, une perte de fonction de c-Abl provoque des défauts 

majeurs pendant le développement embryonnaire, entraînant une mortalité embryonnaire 

ou néonatale (Tybulewicz et al. 1991 ; Schwartzberg et al. 1991 ; Koleske et al. 1998). Dans les 

embryons de souris et de drosophile, ABL est exprimée dans le système nerveux au niveau des 

cônes de croissance et des synapses (Koleske et al. 1998 ; Gertler et al. 1989), laissant 

supposer que cette protéine a un rôle dans le développement du système nerveux. Alors que 

et al. (1998) montre que les mutants Abl présentent un retard 

dans la fermeture du tube neural, chez la drosophile différentes études démontrent le rôle 

Abl dans le guidage axonal (Wills et al. 1999 ; Grevengoed et al. 2001). Grâce à la drosophile, 

il a pu être mis en avant que différents gènes interagissant génétiquement avec Abl régulent 

arm et trio, Loureiro & Peifer 1998 ; Liebl et al. 2000), 

ou la différentiation et développement neuronal (dab, pros, Notch et dsh, Gertler et al. 1993 ; 

Giniger 1998 ; Singh et al. 2010).  

 

3.2.3.3 Abl dans les maladies neurodégénératives 

 

Abl soit importante pendant le développement, peu de données 

Abl dans le système nerveux adulte. Cependant, il a été montré 

ABL 

ABL phosphorylée 

au niveau de la ty  
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de cette pathologie (Jing et al. 2009). Des expériences de cellules en culture ont montré que 

Abl (Alvarez et al. 2004). 

ABL dans des neurones de souris 

entraîne une sévère neuro-inflammation (Schlatterer et al. 2011). Ces résultats laissent 

Abl pourrait jouer un rôle dans le développement de cette pathologie.  

 

 

4. Le gène htt 

 

4.1  

 

Depuis sa découverte en 1993, la protéine HTT (Huntingtine) a été intensément 

étudiée du fait de son implication dans la maladie de Huntington (MH). Une mutation 

polyglutamine (polyQ). La longueur de cette séquence polyQ est corrélée à la gravité des 

on 

 

 

4.1.1 Structure de la protéine HTT 

 

Le gène htt code pour une protéine soluble composée de 3 144 acides aminés (350kDa) 

(Figure 15  (Sharp et al 1995), bien 

que son expression soit plus forte dans le CNS que dans les autres tissus. 

Au niveau N-terminal de la protéine, on découvre la région polyQ pouvant déclencher 

la MH. Cette région est considérée comme sauvage lorsque la quantité de glutamine ne  
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dépasse pas 35 résidus. Au-delà, la protéine acquiert ses propriétés toxiques. Dans des 

conditions physiologiques, cette région polyQ aurait une fonction neuronale. En effet, 

d

et al. 2009). 

La région polyQ est suivie par un 

retrouvé que chez les mammifères. Ce domaine aiderait à maintenir la protéine dans un état 

Bhattacharyya et al. 

2006 ; Ignatova & Gierash 2006)

et al. 2006). 

t le cytoplasme (Xia et al 2003 ; 

Cornett et al. 2005).  

Enfin, on retrouve sur tout le long de la protéine des répétitions de séquence HEAT 

(H Elongation, protéine phosphatase 2A et TOR1) (Tartari et al. 2008 ; 

Zhang et al. 

domaines en hélice 

interactions protéiques (Takano & Gusella 2002 ; Palidwor et al. ste 

seize répétions HEAT, réparties en quatre clusters le long de la protéine, alors que la 

drosophile possède seulement quatorze répétions. 

La protéine HTT présente aussi de nombreux sites de clivage, permettant la production 

de différents fragments, aussi bien sous sa forme mutée que sauvage (Goldberg et al. 1996 ; 

Wellington et al. 1998 ; Galfni et al. 2004). Ces sites de clivages se situent dans des domaines  
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PEST (domaines riches en Proline, Acide Glutamique, Sérine et Thréonine), répartis entre les 

répétitions HEAT.  

Pour finir, il faut aussi noter que la protéine HTT subit de nombreuses modifications 

post-traductionnelles : 

-La phosphorylation de certaines s

transport axonal, ou encore de diminuer son clivage

du fragment polyQ libéré dans la MH (Luo et al. 2005 ; Colin et al. 2008).  

-La sumoylation des lysines K9, K15 et K91 en région N-terminale augmenterait la toxicité du 

fragment polyQ mutant (Steffan et al. 2004). 

- et 

al. 1996). Il semblerait q

partie N-terminale, empêchant ainsi la dégradation de la protéine. 

-

de la MH (Jeong et al. 2009). 

-

(Huang et al. 2004). 

 

4.1.2 La  

 

Les patients atteints de la MH présentent une répétition anormalement longue du 

codon CAG au niveau du premier exon du gène codant la Huntingtine, se traduisant par une 

grande séquence polyQ dans la région N-terminale de la protéine. A partir de trente-six 

répétions de glutamine, la protéine est considérée comme mutante. Le nombre croissant de 

glutamine sera corrélé à la sévérité et précocité des symptômes. Cette mutation autosomale  
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dominante se transmet de façon héréditaire, une seule copie du gène muté suffisant à induire 

la pathologie.  

Le clivage de la protéine mutée entraîne une accumulation et une agrégation toxique 

du fragment polyQ dans le cytoplasme des neurones. Ces agrégats altèrent les fonctions 

cellulaires et induisent une dégénérescence neuronale, notamment au niveau du striatum 

(région essentielle du système locomoteur). Cette dégénérescence neuronale se traduit 

phénotypiquement par des mouvements arythmiques et involontaires, ainsi que des 

symptômes cognitifs et psychiatriques. 

Différentes études ont permis de mettre en évidence que le développement de cette 

pathologie résulte à la f

mais aussi de la perte de fonction de la protéine endogène, séquestrée par les agrégats. Il a 

-terminale permet 

de compenser la toxicité des formes polyQ (Mugat et al. 2008 ; Arribat et al. 2013)  

 

4.1.3 Rôle physiologique 

    

4.1.3.1 Fonction dans le développement 

 

htt conduit à une létalité embryonnaire 

(Nasir et al. 1995 ; Duyao et al. 1995 ; Zeitlin et al. 1995). Toutefois, il semblerait que la 

développement (Wexler et al. 1987 ; Myers et al. 

fonction htt sur des stades développementaux plus avancés, il a été mis au point des souris 

htt plus tardivement dans le système nerveux (Dragatsis 

et al. 2000). Cela a permis de démontrer le rôle majeur que joue HTT dans le développement  
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mortalité précoce. 

 

4.1.3.2 Effet anti-  

 

démontré que la protéine HTT sauvage peut avoir un effet anti-apoptotique et neuro-

protecteur (Rigamonti et al. 2001 ; Leavitt et al. 2006). La protéine HTT permet de réguler 

nég

et al. 2001 : Zhang et al. 

les protéines Pak2 (p21 activated kinase2) et HIP1 (Huntingtin-Interacting protein 1), toutes 

apoptotique (Gervais et al. 2002 ; Luo & Rubinsztein 2009). Cette fonction anti-apoptotique 

mutant, à cause du domaine polyQ qui réduirait 

 

 

4.1.3.3 Régulation de la transcription 

 

otéine dans 

la régulation de la transcription. Il a ainsi été montré que la protéine HTT sauvage est capable 

de lier une multitude de facteur de transcription, tel que CBP (cAMP response element Binding 

Protein) et p53 (Steffan et al. 2000). Grâce à ces interactions, HTT pourrait être en capacité de 

moduler différents phénomènes comme la régulation du cycle cellulaire, la survie 
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Figure 16 : Représentation schématique comparative de la protéine HTT entre la drosophile et les mammifères. 

Les régions en couleur sont celles (Schéma issu de 

et al. 2009). 
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encore en étant lui-même un cofacteur transcriptionnel (Dunah et al. 2002 ; Benn et al. 2008). 

 

4.1.3.4 Interaction sur le cytosquelette : impact sur le trafic vésiculaire 

 

motrices le long des microtubules, via la protéine HAP1 (Huntingtin Associated Protein1) (Li et 

al. 1998 ; Gauthier et al 2004 ; McGuire et al. 2006 ; Caviston et al. 2007). Ces interactions 

suggèrent un rôle de la protéine dans le transport antéro et rétrograde de ses différents 

et al. 

sérine 421 permet de favoriser le transport antérograde en permettant un recrutement 

important des kinésines le long des microtubules. 

 

4.2 htt chez la drosophile 

 

La majorité des études faites chez la drosophile utilisent ce modèle pour exprimer les 

sont intéressés à la protéine HTT endogène.  

té démontré 

que la protéine de drosophile ne présente pas de domaine polyQ en région N-terminale, ni de 

région riche en proline (Li et al. 1999). On distingue cependant cinq régions particulièrement 

conservées (soit un tiers de la protéine) (Figure 16). La protéine est exprimée à tous les stades 

développementaux de façon ubiquitaire, comme son homologue humain. 
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htt a permis de démontrer son implication 

dans le transport axonal (Gunawardena et al. htt grâce au ARNi 

htt chez la drosophile adulte.  

htt 

Perrimon a créé un mutant pour le gène htt (Zhang et al. 2009). Ils ont ainsi excisé 27 des 29 

exons que composent ce gène, ainsi que le gène en amont. Cette lignée présentait une létalité 

at homozygote, qui aurait pu coïncider avec les résultats obtenus en souris, cependant, 

CG9990, grâce à une construction génomique a permis de 

sauver cette létalité. Il faut toutefois noter que cette construction exprime le gène CG9990 

mais aussi les premiers nucléotides du gène htt 

acides aminés de la protéine.  Ce mutant viable noté dhtt-ko ne présente aucun défaut lors du 

développement, mais entraîne une diminution de la locomotion et de la viabilité chez les 

htt 

Gunawardena et al. présentait. Cette absence notable de phénotype pourrait être due à 

htt. 

htt dans le transport axonal, une 

étude en cellules de mammifères a démontré que les 620 premiers acides aminés de la 

protéi

vésicules de BDNF (Brain-

mammifère (Zala et al. 2013). Cela démontre une conservation fonctionnelle des protéines 

humaine et de drosophile.  
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Figure 17 : Représentation schématique de la protéine ARM. -caténine, 

APC, la cadhérine et le facteur de transcription LEF-1/TCF le long de la protéine ARM. (

Vleminckx et al. 1999). 
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Pour finir, un nouveau mutant nul pour htt 

htt 

favorisant la et al. 

 

 

5. Le gène arm 

 

La protéine ARM (armadillo -caténine chez 

au niveau du SNC. Chez la drosophile, les mutants arm sont létaux dès le stade embryonnaire, 

 

Cette protéine ARM est connue pour avoir un double rôle dans les tissus où elle est 

exprimée 

fonctions différentes. Chez la drosophile, la région ce

-terminale et C-terminale (riche 

en glycine et proline) (Orsulic & Peifer 1996) (Figure 17). Des études de biochimie et de 

adhérentes prévient celle avec le complexe APC de la voie des Wnt. De ce fait, différentes 
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Figure 18 : Représentation schématique de voie canonique de Wnt. Lorsque la voie des Wnt est inactive, la -

caténine . Elle est alors phosphorylée 

et dégradée par le protéasome. -récepteur 

LRP5/6 entraine le recrutement de DSH et d -caténine 

dans le cytoplasme et dans le noyau où elle régulera la transcription de ses gènes cibles. (Schéma 

inspiré des articles de Clark et al. 2012 et McNeill & Woodgett, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FZ

DSH

armadillo

APC

LRP

Axine

GSK3!

PP P

D gradationúdeúla

! -cat nine

G nesúcibles

OFF

LEF/TCF

FZ

DSH

armadillo
APC

LRP

Axine

GSK3!

Accumulationúdeúla

! -cat nine

G nesúcibles

ON

LEF/TCF

armadillo

P

Wnt

VoieúdesúWnt inactive VoieúdesúWnt active



 88 

 ; 

Valenta et al. 2011). 

 

5.1 arm dans la voie des Wnt 

 

La voie des Wnt est une voie de signalisation extrêmement conservée, et régulant le 

é  

WNT et son récepteur membranaire FZ.  

-caténine/ARM libre dans le cytoplasme est ciblée par un 

 

(Glycogen Synthase kinase 3

cette dernière par la GSK3  (Liu et al. 2002), ce qui entraîne son ubiquitination et par 

conséquent sa dégradation par le protéasome. 

La fixation du ligand Wnt à son récepteur FZ et aux co-récepteurs LRP5/6 (Low density 

lipoprotein Receptor-related Protein) entraîne le recrutement de DSH. DSH déstabilisera le 

 (Schwarz-Romond et al. 2007 ; Zeng et al. 2008). De ce fait, la 

protéine ARM non phosphorylée échappe à la dégradation, ce qui induit son accumulation 

de transcription de la famille TCF/Lef (T Cell Factor/Lymphoid Enhancer-binding Factor). Cette 

le développement (Figure 18). 
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Différentes études ont montré le lien entre une dérégulation de cette voie des Wnt et 

le développement de maladies neurodégénératives (De Ferrari et al. 2006 ; Al-Harthi L. 2012). 

La voie des Wnt semble être modulée par la préséniline1 (PS1), une -sécrétase clivant 

la protéine APP (Zhou et al.  est inhibée 

Akt

présentant une mutation de PS1, on observe une augment  et par 

conséquent une diminution de la -caténine cytoplasmique (Zhang et al. 1998 ; Kawamura et 

al. 2001). De plus, il a été établi que la formation de plaques amyloïdes entraine une 

surexpression de la protéine DKK1 (Dickkopf-1) connue pour être un modulateur négatif de la 

voie des Wnt (Rosi et al. 2010 ; Purro et al. 2012). Inversement, la suractivation de la voie des 

Wnt induit une diminution de la production du peptide A  -sécrétase 

(Parr et al. 2015). 

Un lien entre la - et al. 

-polyQ entraîne une accumulation 

importante de la -caténine cytoplasmique sous une forme phosphorylée. Après avoir mis en 

évidence que la protéine HTT sauvage interagit aussi bien avec le complexe protéique 

Axine/APC/GSK3  -caténine, ils ont démontré que la forme HTT-polyQ est 

-caténine. Cela entraîne à terme une diminut

entre le complexe de destruction et la -caténine, provoquant ainsi une augmentation et une 

surexpression de certains composants du complexe de destruction chez des drosophiles 

htt conférait un effet neuro-protecteur en réduisant la quantité 

de -caténine (Dupont et al. 2012). 
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Figure 19 : Représentation schématique de la protéine ARM dans les jonctions adhérentes. La -caténine, fixée 

à la cadhérine, est adressée à la membrane, puis -caténine vient se fixer à ce complexe via la -caténine. 

Lorsque ce complexe est déstabilisé, la -

la voie des Wnt

gènes essentiels au maintien du cytosquelette. (Schéma inspiré des articles de Clark et al. 2012 et McNeill & 

Woodgett, 2010). 
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5.2 arm dans les jonctions adhérentes 

 

La -caténine/ARM est majoritairement localisée au niveau des jonctions cellulaires 

(Figure 19). Ces connections cellulaires, dépendantes des cadhérines, participent à la 

formation des tissus polarisés. Les cadhérines sont des glycoprotéines transmembranaires, 

dont les régions extracellulaires forment des interactions homotypiques avec les cadhérines  

des cellules voisines. Leur domaine intracellulaire interagit avec la -caténine de façon 

e/ -caténine se fait au niveau du réticulum 

-

sa dégradation (Hinc et al. 1994). Réciproquement, cette interaction protège la -caténine du 

complexe de destruction Axine/APC/GSK3  (Huber & Weis 2001).  

Une fois au niveau de la membrane, une partie de la région N-Terminale et de la 

première répétition de la -caténine/ARM interagit -caténine monomérique (Pokutta 

et al. 2000 ; Orsulic & Peifer 1996 ; Drees et al. 2005) permettant de stabiliser la -caténine à 

-caténine à la -caténine peut 

indirectement influenc -

et al. 

2010). 

-caténine/ARM est moléculairement 

dynamique. Le complexe peut être détruit par différentes protéases venant cliver la partie 

intercellulaire de la cadhérine, libérant alors la -caténine et déstabilisant la jonction 

adhérente (Maretzky et al. 2005 ; Reiss et al. 

protéines peut être renforcée ou diminuée grâce à la phosphorylation de sites particuliers de  
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la cadhérine ou de la -caténine (Huber & Weis 2001 ; Choi et al. 2006 ; Qi et al. 2006 ; Rhee 

et al. 2007 ; Coluccia et al. 2007). 
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Contexte et Objectifs de travail 

 

 

maladie neurodégénérative, telle que la MA et la MH, peut être imputé à la fois au gain de 

fonction de certaines protéines ou parties de protéines (APP et HTT respectivement) suite à 

une mutation mais aussi à la perte de fonction de ces dernières. Après de nombreuses années 

de recherches intenses sur les gains de fonction de ces protéines en conditions pathologiques, 

de nombreux travaux se focalisent maintenant sur les rôles physiologiques de ces protéines 

durant le développement et la maintenance cellulaire.  

 

du modèle drosophile et de son système nerveux, afin de mieux comprendre la fonction de la 

protéine APPL pendant le développement des MB. Nous avons pris comme point de départ 

u Dr. 

que co-récepteur dans la voie PCP lors du développement des neurones / . Cette étude a 

démontré que le mutant Appld induisait des défauts développementaux au niveau de ces 

neurones (Figure 20) usse des 

axones , en activant la voie PCP via la protéine ABL, vraisemblablement au niveau du cône 

de croissance (Soldano et al. 2013). 

 

Nous avons cherché à déterminer de nouveaux interacteurs moléculaires à Appl et à la 

voie PCP dans le développement des neurones /  et plus particulièrement dans la pousse  
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Figure 20 : Défauts de développement des neurones /  chez le mutant Appld. (A-C) Cerveau de mâle adulte 

Appld. Marquage anti-FASII. (A) Développement normal des MB avec la présence des lobes  et . (B) Absence 

du lobe  (en pointillé) (C) Absence du lobe  

/ . 
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des axones . Pour cela, 

par le mutant Appld et par les différents membres de la voie PCP. 

 

Dans le chapitre résultat, seront présentés les résultats majeurs obtenus durant ma 

thèse, selon quatre grandes parties.  

croissance axonale. Je démontre ici que ces protéines APPL et HTT agissent de façon 

ment des 

neurones / . 

arm et de son interaction avec Appl, de façon 

avec la protéine ARM, via sa fonction au niveau des jonctions adhérentes et régulation du 

, dans les neurones / . 

La troisième partie détaillera moléculairement et phénotypiquement les nouveaux 

mutants Appl obtenus avec la technique du CRISPR.  

à Appl. 
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Résultats 

 

 

1. 

et HTT, pour le développement des MB dans le cerveau de drosophile 

 

Appl, nous nous sommes 

intéressés à htt

Appl 

affectant le développement des MB. 

Le gène htt est porté par le 3ème chromosome. Nous travaillons avec 3 allèles mutants 

Df-htt, htt-ko et httint (Figure 21). Chacun de ces allèles est décrit comme étant nul au niveau 

protéique pour HTT (Zhang et al. 2009 ; Dietz et al. 2015). Les allèles htt-KO et httint sont 

-htt est létal. Il a été démontré que cette 

htt lui-même mais au gène CG9990 htt (Zhang et al. 

2009). La protéine HTT est exprimée de façon ubiquitaire dans le système nerveux de la 

drosophile.  

 

1.1 Le mutant Appld htt 

 

Je me suis intéressée à une éventuelle interaction génétique entre Appl et htt (Figure 

22). De façon surprenante, alors que nous nous attendions à observer une aggravation du 

phénotype, nous avons remarqué que le mutant hétérozygote htt-/+
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utilisé, entraine un sauvetage significatif de la perte du lobe  du mutant Appld

semblerait que la perte du lobe  htt.  

 
Figure 23 : Appld par httint htt dans les neurones / . 

correspond au nombre de MB observés. Test 2 : *** p< 0,001. 

 

 

 

 
Figure 24 : La surexpression htt dans les neurones /  avec c739-GAL4 ne modifie pas le phénotype mutant 

Appld.  
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htt spécifiquement dans les neurones /  grâce au GAL4 

c739 (Figure 22

Appld htt. 

Afin de démontrer que ce sauvetage est bien dû à la perte de htt

-exprimant htt dans les MB (Figure 23). Ainsi, alors que le 

mutant hétérozygote httint permet de réduire à 2% la pénétrance de perte du lobe  du mutant 

Appld htt -CTAP-htt-fl dans ce contexte génétique rétablit un 

phénotype de 16% de perte du lobe , correspondant à un phénotype du mutant Appld seul. 

 

htt 

dans les MB permet de sauver le phénotype de perte du lobe  dû au mutant Appld. 

 

htt dans un contexte 

mutant pour Appl. Si htt mutant peut sauver le phénotype Appld

que sa surexpression pouvait à Figure 24). Pour cette 

htt (UAS-CTAP-htt-fl), soit une séquence codant les 620 premiers acides aminés de la 

protéine (UAS-myc-htt-620). Chacune de ces deux formes est marquée respectivement soit 

par un tag C-TAP, soit par myc

Appld.  
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htt sur Appld

htt sur le développement des MB (Figure 25).  

 
Figure 25 : La perte de fonction htt . 

nombre de MB observés.  

 

 

 

 
Figure 26 : La surexpression htt dans les neurones /  . 

correspond au nombre de MB observés.  
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gote (seul httint semble avoir un très faible effet). De même, le 

httint ou Df-htt / htt-KO est sauvage. Je retrouve les mêmes 

htt dans les MB avec soit c739-GAL4, soit OK107-

et al. 2009, dans laquelle 

ils montrent que le mutant htt ne produit pas de phénotype majeur lors du développement 

de la drosophile. 

 

htt dans les MB (Figure 26). 

c739-GAL4 ne 

entière par OK107-GAL4 entraine un faible effet sur le développement des lobes  et . En 

htt avec deux doses de cet UAS avec OK107-GAL4, on observe 

.  

 

htt ne produit pas 

sur le développement des neurones /  des MB.  

 

 

htt ne produise aucun phénotype 

en lui- Appld 

une interaction génétique entre Appl et htt 
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htt membres de la voie PCP, notamment dsh. 

 
Figure 27 : htt dans les neurones /  sauve le phénotype mutant dsh1. 

correspond au nombre de MB observés. Test 2 : *** p< 0,001. 

 

 

 
Figure 28 : htt dans les neurones /  sauve le phénotype mutant Appld dsh1. 

(n) correspond au nombre de MB observés. Test 2 : *** p<0,001, * p<0,05. 
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Figure 29 : La surexpression htt dans les neurones /  Appld dsh1. 

correspond au nombre de MB observés.  

 

1.2 htt interagit génétiquement avec la voie PCP dans les neurones /  

 

htt avec la voie PCP, nous avons travaillé 

avec le gène dsh dsh1, 

 dans le 

domaine DEP. Ce domaine est connu pour être impliqué dans la localisation à la membrane 

de DSH et de sa fonction dans la voie PCP. Cet allèle dsh1 a été décrit comme un allèle nul 

uniquement pour la voie PCP (Perrimon and Mahowald 1987 ; Axelrod 1998). Cet allèle est 

viable, ce qui nous permet de travailler avec des mâles adultes hémizygotes et des femelles 

homozygotes pour cette mutation.  

Chez le mutant dsh1, nous retrouvons une perte du lobe  dans environ 20% des cas, 

confirmant les observations précédentes (Soldano et al. 2013 ; Ng 2012). Je démontre ici que 

htt permet de sauver de façon significative ce phénotype 

(Figure 27). Cependant, dans ce contexte la perte du lobe  

avec le mutant dsh1 htt interagirait avec la voie PCP. 
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 Afin de confirmer cette hypothèse, je me suis ensuite intéressée au sauvetage du 

double mutant Appld dsh1 (Figure 28

. La perte de fonction d htt, soit grâce aux mutants 

re htt dans les MB, induit dans tous les 

cas un sauvetage significatif du phénotype de perte du lobe . La perte du lobe  

modifiée par le mutant htt vions déjà observée avec les mutants individuels 

Appld et dsh1. 

 htt 

mutant à la fois pour Appl et dsh (Figure 29 htt avec  

    Hypothèse n°1                                                         Hypothèse n°2 

 
Figure 30 : Représentation schématique des deux hypothèses pouvant expliquer les résultats génétiques 

observés. gatif de le voie PCP, en inhibant un des 

régulé négativement par la voie.  
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c739-GAL4 chez le double mutant Appld dsh1 entraine une légère augmentation du phénotype, 

bien que non significative.  

 htt joue un 

rôle dans la voie PCP pour la pousse des axones .  

 

1.3 Interaction génétique entre Appl, Abl et htt 

 

htt puisse sauver les différents mutants de la voie PCP (Figure 30) :  

- La protéine HTT régulerait négativement la voie PCP en inhibant un des acteurs de la 

nouveau active. 

- La protéine HTT serait régulée négativement par la voie PCP pour assurer une pousse 

normale des axones . 
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sés sur la première hypothèse, et avons cherché 

En effet, les mutants pour ces deux gènes étant des nuls pour chacune des protéines, nous ne 

pourrions pas voi htt 

. 

Dans la voie PCP, ABL étant un intermédiaire entre APPL et DSH, nous avons cherché à 

et al. ctivité kinase 

 

hétérozygote Abl4 Appld de perte du lobe   

 
Figure 31 : Appld Abl2 httint. 

cerveaux de mâles adultes Appld. Le mutant hétérozygote Abl2 

lobe . Le mutant hétérozygote httint sauve le phénotype de perte du lobe . Le double mutant Abl2 httint 

pas le phénotype de perte du lobe 2 sur le 

: *** p< 0,001, ** p< 0,01. 
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Figure 32 : Représentation schématique de la protéine ABL et des différents mutants chez la drosophile. La 

protéine ABL est composé de certains domaines conservés : SH3 (Src Homology domain 3), SH2 (Src Homology 

domain 2), le domaine kinase, le domaine PP (PolyProline)et le domaine FABD (F-Actin Binding Domain). La 

protéine produite par le mutant Abl1 est tronquée entre le domaine kinase et le domaine PP. Celle produite par 

le mutant Abl2 est tronquée dans le domaine kinase. Enfin, celle produite par le mutant Abl4 est tronquée dans 

le domaine SH2. 

 

 

 

 

 

30%. Abl permet de sauver les phénotypes des mutants Appld 

(Soldano et al. 2013) et dsh1 (résultats détaillés dans les résultats supplémentaires). Donc Abl 

usse axonale dépendante de la voie PCP.  

De plus il a déjà été établi que cette protéine ABL nécessite une régulation négative de 

son 

sse axonale dans les MB. 

htt permet de sauver le phénotype mutant 

Appld Abl induit une augmentation du phénotype. Dans 

Abl2 

httint Appld (Figure 31). Dans ce contexte, le phénotype 

est similaire à celui du mutant Appld seul, avec environ 15% de perte du lobe . Ces résultats 

sont en accord avec 

hypothèse, bien que cela ne la valide pas encore. 

SH3 SH2 KinasewDomain FABDPP

SH3 SH2 KinasewDomain

SH3 SH2

SH3

DrosophilauABL

Abl1

Abl2

Abl4

100aa



 111 

Suite à toutes ces données, nous nous sommes focal

 

 

1.4  Abl : acteur indispensable du développement des neurones /  des MB 

  

 Suite à ces résultats, nous nous sommes focalisés sur le phénotype produit par Abl 

dans les MB. Le gène Abl se trouve sur le 3ème chromosome. Nous travaillons avec trois allèles 

mutants, Abl1, Abl2 et Abl4, chacun produisant prématurément un codon stop dans la phase 

codante du gène (Figure 32). Ces 3 allèles mènent à la production de protéines tronquées 

(Smith  

  

 
Figure 33 : Analyse du phénotype des MB en condition mutante trans-hétérozygote pour Abl. La combinaison 

Abl conduit à des défauts développementaux des MB atteignant les lobes  et . 

Cerveaux de pupes 48H.  
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Figure 34 : Analyse du phénotype des MB en condition mutante hétérozygote pour Abl. La perte de fonction 

Abl 

correspond au nombre de MB observés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

séque Abl  

 

1.4.1    Analyse du mutant Abl 

 

Abl 

trans-hétérozygote : Abl2 / Abl1, Abl1 / Abl4 et Abl2 / Abl4. 

disséquant les pupes âgées de 48 heures (Figure 33). Dans ces conditions, on observe que 

chacune des trois combinaisons produit des défauts importants lors du développement des 

neurones / . Seul 15 à 20% des MB sont sauvages. En moyenne, les défauts du lobe  sont 

prédominants, bien que le lobe  soit aussi affecté. Dans des proportions allant de 10 à 30% 
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tilisée, les lobes  et  sont absents simultanément. La forte 

pénétrance du phénotype chez les mutants Abl montre, de façon très claire, le rôle central de 

cette protéine dans le développement des neurones / . 

 

at trans-

Abl4 sur le développement des neurones /  (Figure 34). Chez ces individus, 

100% des neurones /  sont sauvages. Abl est suffisant pour assurer la 

fonction de la protéine. 

Afin de contourner la létalité des mutants trans-

de reproduire ce phénotype chez des individus adultes en utilisant des ARN interférence 

(Figure 34 /  avec c739-GAL4, aucun défaut 

OK107-GAL4, seul 5% des lobes  sont absents. Dans 

Abl  

 
Figure 35 : Sauvetage du mutant trans-hétérozygote Abl Abl. Abl2 / Abl1 : Cerveaux de 

pupes 48H ; Abl-GFP / + ; Abl2 / Abl1  

Test 2 sur le phénotype sauvage: *** p< 0,001. 

 

 

 

 

0 20 40 60 80 100

Abl-GFP / + ; 

Abl2 / Abl1

Abl2 / Abl1

MBs phenotype (%)

WTAbsence du lobe Absence du lobe Absence des lobes /

n

115

48*** 



 114 

 

 
Figure 36 : Analyse de la Abl dans les MB. Cerveaux adultes. Abl par c739-

Gal4 / Abl par OK107-Gal4 

forme kinase dead (AblKD) par OK107-Gal4 

/ . 

observés. 

 

 

 

phénotype -

un UAS-Dicer2 et/ou en contexte Abl-/+, nous pourrions amplifier 

la construction OK107-GAL4.  

Abl et 

Abl (Figure 35 a 

construction Abl ne permet pas de sauver la létalité du mutant Abl2 

contre, la létalité du trans-hétérozygotes Abl2 / Abl1 est sauvée grâce à cette construction, 

puisque 100% des pupes de ce génotype ont éclos (n=24). En plus de sauver la létalité du 

mutant trans-hétérozygote, cette construction sauve aussi de façon significative le phénotype 
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des MB. En effet, les mutants Abl exprimant une construction génomique Abl ont 80% des MB 

. 

Ces résultats confirment que la létalité embryonnaire observée chez les trois allèles 

que la létalité en fin de stade pupal des mutants trans-hétérozygotes est bien due à Abl lui-

même. Enfin, le phénotype observé dans les MB chez les trans-hétérozygotes est la 

Abl. 

 

1.4.2    Analyse Abl 

  

Abl 

 déterminer 

si nous pouvions reproduire un phénotype mutant dans les MB en surexprimant Abl. Pour 

-Abl  spécifiquement dans les neurones  

 

 
Figure 37 : Analyse des clones MARCM de neuroblastes. Les clones ont été induits en L1 suite à un choc 
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/  (Figure 36 avec c739-GAL4 ne produit aucun 

phénotype.  

OK107-GAL4, 100% des MB étaient mutants. 

, bien que le développement du lobe  

soit aussi affecté. Environ 30% des MB sont mutants à la fois pour les lobes  et . Afin de 

exprimé une construction Abl -AblKD). On voit que dans 

cette condition 99% des MB sont sauvages.  

Abl produisent les 

mêmes types de défauts sur le développement des neurones / . De plus, je montre avec ces 
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expériences de gain de fonction que ces défauts sont dus à une activité kinase trop importante 

de la protéine ABL. Ce qui confirme les données obtenues par les précédentes études sur ABL 

affirmant que cette protéine nécessite une régulation contrôlée de son activité. Trop ou pas 

/ . 

 

1.4.3    Analyse des clones MARCM canoniques Abl 

 

 Nous avons vu que les mutants Abl induisent des défauts dans le développement des 

lobes  et . Je me suis ensuite demandée quels étaient les phénotypes cellulaires de ces 

Abl. Pour répondre à 

mutants du gène Abl (Figure 37  

a permis de voir que pour chacun des trois allèles, la majorité des clones (enter 82 et 92% 

 

 
Figure 38 : Analyse . La construction Abl-GFP 

Abl. Cerveaux de pupes 48H. 
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lobe  et 4 à 7% montraient une perte du lobe 

contraste avec les phénotypes importants obtenus avec les trans-hétérozygotes.  

dsh, Vang, fz) (Ng Abl serait non 

autonome cellulaire mais autonome au niveau des MB.  Avec les clones neuroblastes, seul au 

maximum ¼ des neurones est mutant pour Abl, et ce sont les ¾ restant, sauvages et poussant 

normalement, qui entrainent les neurones mutants avec eux pendant le développement. On 

Abl1/2/4 puissent sauver le phénotype des MB, même si cela reste peu probable. 
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Afin de répondre à la question du phénotype cellulaire, je suis en train de réaliser des 

clones MARCM de visualisation. Avec cette technique nous pourrons toujours suivre un 

neurone mutant, mais cette fois-ci dans un cerveau lui aussi homozygote mutant pour Abl. 

 

1.4.4     

  

 Nous avons pu mettre en avant un effet des mutants Abl dans les MB, cependant après 

Abl 

Abl 

je me suis servie de la construction génomique Abl 

 différents temps du développement : stade larvaire L3, 

stade pupal 48H, stade adulte. Aux stades larvaire et adulte l ubiquitaire. 

Abl-GFP dans les MB est la plus visualisable (Figure 38). Il 

est int /  sont en train de pousser, ce qui 

 Abl est indispensable au développement de ces 

neurones. 
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Figure 39 : Analyse Abl et htt. 

observés. Test 2 : ** p< 0,01. Les tests statistiques analysent le nombre de MB sauvage entre les différentes 

conditions.  
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1.5  Abl interagit génétiquement avec htt 

  

1.5.1    Analyse du double mutant Abl htt 

 

des trois allèles Abl mutant avec le mutant httint (les deux gènes se trouvent sur le 3ème 

chromosome).  

Selon notre modèle, HTT permettrait de réguler négativement la protéine ABL. Afin de 

Abl htt ne 

devrait pas être en capacité de sauver le phénotype mutant, puisque htt 

httint sur le mutant trans-

hétérozygote Abl2 / Abl4 (Figure 39). Ces deux allèles produisent les fragments les plus courts 

de la protéine ABL, altérant tous les deux son activité kinase. La létalité en fin de stade pupal 

htt

pupes âgées de 48H. Nous pouvons voir que la pénétrance des phénotypes mutants du trans-

hétérozygote Abl2 / Abl4 httint 

hétérozygote ou homozygote.  

Abl4 et Abl1.  

En effet, les phénotypes de ce mutant trans-hétérozygote ne sont pas affectés par le mutant 

httint. 

Abl2 et Abl1

sauvetage significatif du nombre MB sauvage en étant mutant hétérozygote pour httint. 

Et htt  a une 

augmentation du nombre de MB sauvage comparé au mutant Abl.  



 122 

 
Figure 40 : Analyse Abl et htt en condition de double surexpression. 

(n) correspond au nombre de MB observés. Test 2 : ** p< 0,01, * p< 0,05. Les tests statistiques analysent le 

nombre de MB sauvage entre les différentes conditions. 
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htt ne parvient pas à sauver le mutant 

Abl2 / Abl4  (Figure 32) elle peut sauver 

les mutants des autres membres de la voie PCP. Le fait que le mutant Abl2 / Abl1 puisse quant 

pliquer par le fait que Abl1 soit hypomorphe pour la protéine. Cet 

allèle produit le domaine kinase (Figure 32) et nous avons montré que ce dernier est essentiel 

Dans c un 

certain , au final, semble pouvoir assurer 

sa  

 

1.5.2    Analyse de la double surexpression 

 

htt Abl, je me suis ensuite 

Abl (Figure 40). Si HTT permet de réguler 

Abl en 

surexprimant htt simultanément. Ces expériences ont été réalisées avec le même nombre de 

-Abl avec OK107-GAL4 produit 100% de phénotypes mutants, avec un biais 

vers la perte du lobe  -CTAP-htt-fl, 10% 

des MB se développent normalement. Ce développement significatif de MB sauvage est aussi 

-CTAP-htt-fl bien que la proportion de MB 

pparition de MB sauvage, on observe que le biais des 

phénotypes mutants vers la perte du lobe  est considérablement réduit et tend plutôt vers 

la perte du lobe .  
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Figure 41 : Abl htt. 

 

 

 
Figure 42 : -down pour htt en cellules S2. Les 

cellules S2 ont été transfectées avec une construction Abl-GFP, puis avec une construction dsRNA soit contre lacZ 

(contrôle), soit contre htt (Knock down htt). Le haut du panel, nous montre la détection de la protéine ABL 

endogène, et GFP-ABL avec un anticorps anti-ABL. Le panel du milieu nous montre une diminution de la quantité 

knock-down htt comparé à la condition contrôle. Le bas du panel nous montre une 

augmentation du niveau de phosphorylation de la protéine ABL après immunoprécipitation de la GFP (donc ici  

GFP-ABL) en condition knock-down htt comparé à la condition contrôle. 
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Abl en 

étant mutant pour htt (Figure 41 c739- -Abl ne 

produit aucun phénotype. Dans ce contexte, le mutant hétérozygote ou homozygote httint 

 

-Abl est exprimé avec OK107-

GAL4, le mutant httint modifie la pénétrance du phénotype mutant en augmentant 

significativement le biais vers une perte simultanée des lobes  et .  

 

Abl htt d

 

 

1.6  HTT Abl 

 

Suite aux résultats génétiques obtenus, nous avons cherché à définir moléculairement 

en 

collaboration avec Lee G. Fradkin (Figure 42).  

Nous avons utilisé des cellules S2, dans lesquelles la construction génomique Abl-GFP 

a été transfectée. Après avoir immunoprécipité ABL-GFP, nous avons révélé le niveau de 

phosphorylation de la protéine avec un anticorps anti-phosphotyrosine.  
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Figure 43 : e htt. (A-B) Expression de la 

construction Abl-GFP dans des cerveaux de pupes 48H en condition sauvage (A) et en condition mutant 

hétérozygote pour httint - alisation des neurones /  

de la GFP dans les MB.  

 

 

 

 

 

 
Figure 44 :  par la perte de htt. Expression de la construction 

UAS-Abl-myc dans les neurones /  avec c739-GAL4 dans un cerveau adulte. (A-B) Visualisation des neurones 

/  - -myc. Accumulation du marquage myc 

au niveau des extrémités des lobes . 
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Nous pouvons voir que dans la condition ou htt est réduit, le niveau de phosphorylation  

 

 

 

 

1.7   

 

Après avoir montré en cellule S2 que le taux de phosp

lorsque HTT était absent, nous avons voulu nous assurer que cette augmentation de la 

-

donc quantifié in vivo truction Abl-GFP dans les MB au stade pupal 48H 

en condition sauvage et mutant hétérozygote pour htt (Figure 43

que le mutant htt 

dans les MB pendant le développement des MB. 

 

 

t être altérée chez le mutant htt. Pour cette 

-Abl marquée par un peptide myc (Figure 44). 

c739-

tout le long des axones / . 

du lobe , ce qui tend à confirmer son importance pour le développement de cet axone 

htt, la 

 affectée, et on conserve cette accumulation dans le lobe , ce qui 
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Figure 45 : 

neurones /  de MB. Représentation schématique du modèle proposé. Au niveau du cône de croissance, ABL 

alterne entre un état activé via son recrutement/activation par les protéines APPL et DAB (Disabled), et un état 

PCP néfaste pour le 

développement, cette dernière est réguler négativement par la protéine HTT.  
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1.8  Conclusion 

 

 

 Nous avons vu que le mutant Appld provoque des défauts de croissance des neurones 

/ htt

pu mettre en évidence que cette régulation de la croissance des neurones par htt passe par la 

 kinase ABL. (Figure 45). 

 

/

pour le développement des neurones / .  

 Nous proposons avec cette étude que la protéine HTT participerait à la régulation 

/  des MB.  

 

activité kinase de la protéine ABL (Abl2 / Abl4 pas de 

sauver la croissance des axones  mutant 

Abl2 / Abl1 htt. 

diminué lorsque la protéine HTT est surexprimée simultanément. Ceci démontre une 

interaction entre ces deux protéines pendant le développement des neurones / .  

 Enfin, nous avons p

le long des axones / . 
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Figure 46 : Visualisation de la arm-GAL4 dans un 

cerveau adulte. On détecte la présence de la GFP dans les trois types de neurones des MB.  

 

 

 

 

 

 
Figure 47 : 

neurones /  des MB. Les différents mutants arm /  

que de très faibles phénotypes.  
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2. Collaboration entre Appl et arm via sa fonction dans les jonctions adhérentes 

pour le développement des neurones 

 

 Appl dans la pousse 

des axones , je me suis intéressée au début de ma thèse au gène arm. Ce gène code 

homologue de la -

En 2010, Singh et al.  les voies PCP et 

Wnt/Wingless via la protéine ABL. 

génétique entre arm et Appl et plus largement avec la voie PCP au niveau des neurones / .  

 Le gène arm se trouve sur le chromosome X. Nous travaillons avec trois allèles mutants, 

arm2, arm3 et arm4, tous codant pour une forme tronquée de la protéine. Chacun de ces trois 

 

 

-mGFP arm-

arm (Figure 46). 

rones des MB.  

 

2.1  Analyse du phénotype mutant et de la surexpression arm 

 

Appl, je me suis intéressée 

arm sur le développement des MB (Figure 47

arm4 semble produire un faible effet sur le développement du lobe 

.  
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Figure 48 : La surexpression /  des 

MB. arm grâce au système UAS-

changement dans le développement des MB. observés. 

 

 

 

 

 
Figure 49 : Appld dans les MB. 

-ARNi contre arm dans les neurones /  augmente le pourcentage de perte 

du lobe . (n) correspond au nombre de MB observés. Test 2  : 

*** p< 0,001, ** p< 0,01. 
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différentes constructions ARNi contre arm c739-

GAL4. Seule la construction UAS-ARNi-arm7767 produit un effet sur le développement du lobe 

 

pénétrant en utilisant OK107-

hétérozygote mutant pour arm3

Dans cette condition, on observe toujours une perte du lobe   

Suite à ces arm ne joue pas un rôle majeur dans le 

développement des neurones / . Cependant il faut noter travaille en condition 

hétérozygote. Afin de voir le phénotype du mutant arm, nous sommes en train de construire 

des souches pour réaliser des clones MARCM canoniques.  

arm dans les MB (Figure 48). Aucun 

arm sous 

contrôle UAS ou grâce à une construction génomique. De la même façon, aucun phénotype 

arm 

spécifiquement dans les neurones / .  

 

En résumé, arm produit un faible effet sur le 

développement des MB,  

 

2.2  Appl et arm 

   

  Afin de mettre en évidence une interaction entre Appl et arm  

arm chez le mutant Appld (Figure 49). Dans ces 
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Figure 50 : La surexpression sauve le phénotype du mutant Appld dans les MB. arm 

grâce au système UAS-GAL4, ou à une construction génomique diminuent significativement le phénotype de 

perte du lobe .  Test 2 

 : ** p< 0,01, * p< 0,05. 

 

 

 

 
Figure 51 : La surexpression ne sauve pas le phénotype mutant de dsh1 Appld dsh1 dans les MB. La 

arm grâce au système UAS-GAL4, ou à une construction génomique ne modifie pas le phénotype 

de perte du lobe  des mutants dsh1 et Appld dsh1.  
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conditions, on observe une augmentation significative du phénotype passant de 15% perte du 

lobe  du mutant Appld à 30%.  

Le double hétérozygote arm4 / Appld emi 

dose de chacun de ces gènes est suffisant pour permettre un développement normal des MB. 

 

arm chez un mutant Appld (Figure 50). 

On observe un sauvetage significatif du phénotype de perte du lobe  lors arm est 

surexprimé dans les neurones  /  grâce au système UAS-GAL4 ou alors grâce à une 

construction génomique.  

 

 arm 

Appld 

synergique entre ces deux protéines lors du développement des neurones / . 

 

2.3  Analyse des interactions génétiques entre arm et les membres de la voie PCP 

 

Ayant montré une interaction génétique entre arm et Appl, je me suis intéressée à une 

possible interaction entre la voie PCP et ARM (Figure 51

phénotype du mutant dsh1 en surexprimant arm avec la construction génomique. Bien qu

exprimé cette construction chez le double mutant Appld dsh1, on observe de nouveau une 

diminution du phénotype mais non significative.  

e de sauvetage significatif en exprimant arm spécifiquement 

dans les MB chez le double mutant Appld dsh1 à nouveau une légère 
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Figure 52 : La perte de fonction partielle ne modifie pas le Appld dsh1 dans les MB. 

arm avec c739-GAL4 ne modifie pas le phénotype de perte du lobe  du mutant 

Appld dsh1.  

 

 

 

 

 
Figure 53 : La protéine ARM rait ni avec HTT, ni avec ABL au niveau des neurones /  des MB. 
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diminution du phénotype de perte du lobe .  

Appld dsh1 en 

Figure 52 arm dans les MB chez 

un mutant Appld dsh1 ne modifie pas le phénotype de perte du lobe .  

 Ayant précédemment montré que les protéines ABL et HTT sont impliquées dans le 

voie PCP, arm associé soit à une mutation 

htt, soit à une mutation Abl (Figure 53  

 

arm et 

Appl Appl la voie PCP.  Cela invalide notre hypothèse de 

départ, qui était que les voies PCP et Wnt/Wingless pouvaient interagir ensemble pendant le 

développement via la protéine ABL.  

Appl et arm 

arm arm dans les 

jonctions adhérentes (Figure 18-19). 

 

2.4  érentes formes arm dans les MBs  

 

 Afin de répondre à cette nouvelle question, nous avons utilisé différentes 

arm

arm (Figure 54 ruction sauvage (armWT) que nous 

dans la voie Wingless (arm wg

dans les jonctions adhérentes (arm AJ) et enfin une construction mutante pour les deux  
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Figure 54 : Représentation schématique des différentes formes de la protéine ARM produites à partir des 

constructions génomiques arm. La protéine ARM est composé de 13 répétitions de 42 acides aminés (rectangle 

-terminale (rectangle vert), et C-terminale riche en glycine et proline (rectangle orange). La 

forme ARM wg AJ 

sa région N-terminale. La forme ARM wg+ AJ est dépourvu des répétition 3 à 5. (Schéma inspiré de  

Orsulic et al. 1996) 

 

 

 

 
Figure 55 : Appl arm dans les jonctions adhérentes. 

nombre de MB observés. Test 2 : ** p< 0,01, * p< 0,05. 
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arm wg+ AJ) (Orsulic et al. 1996). 

Chacune de ces constructions a ensuite été exprimée chez un mutant Appld (Figure 55). 

Comme attendu, la construction armWT sauve de façon significatif la perte du lobe  du mutant 

Appld. De façon surprenante, la forme mutante pour la voie Wingless arm wg sauve aussi 

arm AJ et arm wg+ AJ ne sauve pas le 

mutant Appld. Ces r Appl et arm passe par la 

fonction dans la jonction adhérente de la protéine ARM. Cette interaction semble totalement 

indépendante de la voie Wnt/Wingless.  

 

2.5  Conclusion 

 

 Nous avons observé une interaction génétique entre Appl et arm pendant le 

développement des neurones /  

entre arm et les membres de la voie PCP.  

 -récepteur de la voie PCP, APPL semble 

 

 La protéine ARM est impliquée dans deux voies de signalisation cellulaires majeures : 

la voie Wnt/Wingless et les jonctions adhérentes. Nous avons cherché à déterminer auprès 

 

Appl arm dans les jonctions adhérentes.  
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3. Création de nouveaux allèles mutants Appl par la technique du CRISPR-Cas9 

 

Le gène Appl 

deux gènes essentiels au développement : les gènes elav (embryonic lethal abnormal vision) 

et vnd (ventral nervous system defective)

Appld, créé par Luo et al., 1992.  

 

3.1 Analyse moléculaire du mutant Appld 

 

et al. (1992) ont créé une délétion génomique de 

la région codant pour Appl. Pour cela, ils ont utilisé une déficience du début du chromosome 

X comprenant les gènes elav et Appl. Ils ont ensuite réalisé une translocation, par rayon 

osome Y comprenant une duplication du début du 

Appl (Figure 56). Des résultats scientifiques obtenus 

au laboratoire (communication personnelle de Jean-Maurice Dura) sont en accord avec la 

fusion du chromosome Y sur le chromosome X dans la mutation Appld

mâles sont Appld-Y et non Appld / Y. Ce mutant est décrit dans flybase comme étant une 

délétion de la partie centrale du gène, et dont les codons start et stop sont toujours présents.  

Afin de délim

Appld

gène vnd Appl, le codon stop et la région intergénique 

entre Appl et vnd (Figure 57).  
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Figure 58 : Croisement individuel de 180 mâles exprimant 

l allèle Appl-y+, la construction act-Cas9 et les deux sgRNA-Appl avec des femelles balancer FM7c. Parmi la 

-  Appl-y+, à partir des quelles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 59 : Représentation schématique du mutant Applc1.4. La séquence du haut représente le chromosome 

Applc1.4. Délimitation du mutant Appld par PCR et 

séquençage. Il manque les 10 des 11 exons, le codon stop et la région intergénique entre Appl et vnd et le premier 

exon du transcrit B de vnd. 
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Appld (ces résultats sont détaillés dans la partie Résultats annexes), nous avons décidé de créer 

un nouvel allèle mutant pour le gène Appl. Pour cela, nous avons utilisé la technique de 

CRISPR-Cas9, qui permet de modifier une région précise du génome en créant des cassures 

totalité de la séquence codante. Dans ce but, nous avons sélectionné deux séquences qui 

seront reconnues par les deux « synthetic guide RNA » (sg-

Appl -

dans le génome.  

faciliter le crible de ce nouveau mutant, en utilisant une lignée où le gène Appl est marquée 

par une construction y+. En suivant les conseils du Dr. Aymeric Chartier, nous sommes partis 

du principe que la perte du phénotype y+ serait corrélée à la perte du gène Appl. 

 Appl-y+, le gène 

Cas9 -

RNA-APPL (Figure 58). Chacun de ces mâles (n=180) a été croisé individuellement avec des 

fournir une descendance présentant les caractéristiques phénotypiques recherchées. Cela 

 pères » sur les 180 de départ, 

lignées seront notées Applc1.4 et Applc2.1. 
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Figure 60 : Analyse du phénotype du mutant Applc1.4.   

 

 

 

 
Figure 61 : Analyse du phénotype du mutant trans-hétérozygote Appld / Applc1.4. Les individus du haut du 

graphe sont issus du croisement de femelles Applc1.4 avec des mâles Appld . Les individus du bas du graphe sont 

issus du croisement de femelles Appld avec des mâles Applc1.4. 

observés. 
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3.2  Analyse du mutant Applc1.4 

 

Après avoir délimité et séquencé ce mutant Applc1.4, on peut voir que la délétion 

 

(Figure 59 Appl ception du 

premier exon, qui ne code que pour le peptide signal de la protéine. Cependant la mutation 

vnd, situé juste après Appl, et enlève le codon start et le premier exon du 

transcrit B de vnd.  

Le gène vnd code un facteur de transcription, initialement découvert pour avoir un rôle 

majeur dans le développement dans la corde nerveuse ventrale. Il a été établi que les mutants 

vnd Applc1.4 soient viables nous laisse 

penser que la fonction de vnd 

affectée.  

 est 

bien plus importante chez le mutant Applc1.4 (avec la Cas9 ou non) comparé au mutant Appld 

(Figure 60). On observe une perte du lobe  dans 45 % et 60% des cas respectivement chez 

les individus Applc1.4 et Applc1.4 act-Cas9. 

Cas9 semblant avoir un effet dans le phénotype, toutes les expériences 

faites par la suite pour analyser ce mutant se feront dans la mesure du possible avec la souche 

Applc1.4 -désiré de Cas9. 

 

Les femelles mutantes Applc1.4 / Appld 

comparaison des mâles Applc1.4 (Figure 61 Appld lui-même  
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Figure 62 : Analyse Appl et vnd. 

observés. Test 2 : *** p< 0,001, ** p< 0,01. 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 63 : Représentation schématique du mutant Applc2.1. La séquence du haut représente le chromosome 

Applc1.4. Délimitation du mutant Appld par PCR et 

Appl, ainsi que les codons start et stop. 
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phénotype (ces résultats sont détaillés dans la partie Résultats annexes). 

Appld avec des mâles Applc1.4

12%, similaire aux résultats obtenus avec des mâles Appld. 

vndA 

homozygote. Cette létalité est sauvée par une duplication de vnd.  

Les femelles hétérozygotes vndA ne présentent pas de phénotype dans les MB. A 

vndA / Appld montrent un phénotype de 21% de 

perte du lobe . De la même façon, les femelles doubles hétérozygotes vndA / Applc1.4 ont un 

phénotype de 70% de perte du lobe . Ces résultats laissent supposer une interaction 

génétique entre ces gènes pour la pousse du lobe  dans les neurones /  des MB (Figure 

62).  

vnd Appl) (Figure 66) 

afin de voir si la surexpression de vnd pouvait sauver les mutants Appl. Cette duplication sauve 

de façon significative les deux mutants Appld et Applc1.4. Nous sommes en train de tester par 

qRT-PCR si cette duplication de vnd restaure la transcription de la partie correspondante 

Appl, ce qui serait surprenant mais pas impossible. 

 

Ces résultats peuvent laisser penser que vnd pourrait aussi être impliqué dans la 

croissance des neurones /  des MB.  
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Figure 64 : Analyse du phénotype du mutant Applc2.1.  

 

 

 

 

 
Figure 65 : Analyse du phénotype du mutant trans-hétérozygote Applc2.1/ Applc1.4 et Applc2.1/ vndA. 

(n) correspond au nombre de MB observés. 
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3.3  Analyse du mutant Applc2.1 

 

Après avoir délimité et séquencé ce second mutant, on peut voir que cette fois ci, la 

mutation commence et se termine exactement au niveau des deux sg-RNA. Toute la séquence 

codante du gène a été éliminée (Figure 63), sans altérer cette fois ci la région intergénique 

entre Appl et vnd. 

mâles 

Applc2.1 associé ou non au gène Cas9 ne montrent aucun défaut au niveau du développement 

du lobe . On observe un effet très faible sur le développement du lobe  (Figure 64).   

-

hétérozygotes Applc1.4 / Applc2.1 (Figure 65). Aucun effet sur le lobe  

des MB présentaient une perte du lobe . 

 

3.4  Conclusion 

 

 Appld nous a permis de déterminer que 

contrairement à ce qui est décrit dans flybase, le codon stop est absent. De plus, avec cet allèle 

la région intergénique entre Appl et vnd est absente.  

 Afin de réaliser un nul propre du gène Appl, nous avons utilisé la technique du CRISPR-

CAS9. Grace à cette technique, nous avons créé deux nouveaux allèles mutants : Applc1.4 /et 

Applc2.1 (Figure 66). Alors que le mutant Applc1.4, qui affecte aussi le gène voisin vnd, présente 

un phénotype mutant important (40% de perte du lobe ) au niveau du développement des  
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Figure 66 : Représentation schématique des différents allèles mutants déjà existants et obtenus : Appld, 

Applc1.4, Applc2.1 et de la duplication de vnd. 
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neurones / , le mutant Applc2.1, qui est restreint à Appl, ne produit aucun phénotype au 

niveau des MB. Applc2.1 suggère que le gène 

vnd puisse lui aussi avoir un rôle dans le développement des neurones /  des MB. Il est 

possible que le phénotype observé chez les mutants Appld et Applc1.4 soit dû aux doubles 

mutations des gènes Appl et vnd. Ainsi la mutation Applc2.1 

le développement des MB. Cela signifierait que chez le mutant Appld, bien que le gène vnd ne 

soit pas muté au sens strict, son expression est affectée par la mutation. En effet, lest tests de 

complémentation entre Appld/ vndA et Appl c1.4 / vndA montrent clairement que la fonction de 

vnd est touchée dans les deux mutations. 
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Figure 67 : Appld suivant le background. La souche 

Appld w BL-43632 provient de Bloomington. La souche Appld w+ -cross de la souche Appld. Les 

souches Appld wc 1 et 3 -cross de la souche Appld avec la souche y wc (canton S). La souche Appld 

w+ 2 -cross de la souche Appld w*. La souche Appld w* 3 -cross de la souche Appld 

w*.  

 

 

 

 
Figure 68 : Appld après association avec différentes 

construction GAL4 et/ou UAS-GFP.  
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4. Résultats supplémentaires 

 

4.1 Le gène Appl 

 

4.1.1 Analyse du phénotype du mutant Appld dans les MB 

 

 pendant le développement 

des MB a été établie par Soldano et al. (2013). Cependant, dès le début de ma thèse nous 

avons réalisé que le background g Appld pouvait altérer la pénétrance de 

Appld avec 

un phénotype exploitable. 

Appld, 

mais chacune avec un background génétique différent (Figure 67

Appld w* 3 était celle avec un phénotype de perte du lobe  le plus pénétrant (20% des MB). 

Cependant, six mois plus tard, le phénotype de cette même lign

perte du lobe . Ces résultats ont confirmé la sensibilité du phénotype face au bruit de fond 

« background » génétique, mais aussi mis en avant un problème dans la stabilité et la 

maintenance du phénotype au cours du temps.  

ai ensuite étudié le phénotype de différentes lignées où la mutation Appld a été 

associée à différentes constructions GAL4 et UAS-GFP (Figure 68

utilisé majoritairement trois différents GAL4 : c739, MB247 et OK107. Bien que tous trois 

-populations neuronales différentes. 

Ainsi, OK107 trois catégories de neurones ( / , ), MB247 

dans les neurones /  et  et c739  que dans les neurones /  (Aso et 

al. 2008). L  OK107>c739>MB247. 
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Figure 69 : Appld en condition homozygote ou 

hémizygote. La première barre du panel du haut correspond à la descendance male issu du croisement de 

femelle Appld w avec des mâles y wc

croisement à partir de femelle Appld w avec des mâles Appld w* 3. La première barre du panel du bas correspond 

à la descendance male issu du croisement de femelle Appld w* 3 avec des mâles y wc(CS). Le reste du panel du 

Appld w* 3 avec des mâles Appld w. 

 

 

 
Figure 70 : Appld. Les clones neuroblastes ont été induits en L1 suite à un choc thermique 

min à 37°C. NB=Neuroblaste. n clone= nombre de clones observés. n MB = nombre de MB observés. 

 

 

 

 
Figure 71 : Appld. Les clones neuroblastes ont été induits en L1 suite à un choc 

thermique de 10 min à 37°C. NB=Neuroblaste. n clone= nombre de clones observés. n MB = nombre de MB 

observés. 
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On peut voir que les lignées Appld w* ; c739-GAL4 UAS-mito-GFP / CyOGFP et Appld w* ; 

MB247-GAL4 présentent un phénotype de perte du lobe  

 maintenu dans le temps. On peut 

aussi voir que la souche Appld w* ; OK107-GAL4 montre un phénotype de 45% de perte du 

lobe . Ce fort phénotype est probablement dû au GAL4 en lui-même. En effet, la construction 

OK107-GAL4 est insérée dans le gène ey (eyeless), qui a un rôle dans le développement des 

MB. Au vu des fortes variations de phénotype du mutant Appld, des croisements contrôles 

doivent être effectués en parallèl  

 

4.1.2 Différence de pénétrance du phénotype entre mâle et femelle 

 

La complexité du mutant Appld 

Figure 69). On peut voir que lorsque des femelles Appld sont croisées avec des 

mâles sauvages, 15% de la descendance mâle mutante pour Appl présente un phénotype de 

perte du lobe . On obtient les mêmes résultats avec les souches Appld w* ; c739-GAL4 UAS-

mito-GFP / CyOGFP ou Appld w* 

des hémizygotes est fortement réduit, voir nul. Cet absence de phénotype pourrait être dû à 

la nature complexe du mutant en lui-même.   

 

4.1.3 Clones MARCM canoniques et de visualisation 

 

canonique du 

mutant Appld, qui nous permettent de visualiser un neurone mutant unique dans un contexte 
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Figure 72 : Analyse de la Appld dans les neurones / . correspond au nombre de 

MB observés. 

 

 

 

 

 
Figure 73 : Analyse du sauvetage du mutant Appld avec différents GAL4. 

MB observés. Test 2 : ** p< 0,01, * p< 0,05. 
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phénotype mutant (neuroblaste ou cellulaire) (Figure 70  le 

faible phénotype observé en femelle homozygote mutante. Les conditions pour avoir un clone 

MARCM canonique MARCM de 

v

un phénotype de 6% de perte du lobe 

Figure 71).   

 

4.1.4 Appl dans les MB 

 

Puisque la perte Appl 

cherché à déterminer si la surexpression de la protéine dans cette structure pouvait 

provoquer elle aussi un défaut dans les MB (Figure 72). On peut voir que la surexpression 

Appl grâce à c739-GAL4 ne provoque aucun défaut dans le développement des MB. La 

surexpression avec OK107-GAL4 entraine un faible phénotype de 2% de perte du lobe .  

 

4.1.5 Expériences de sauvetage du mutant Appl avec différentes constructions 

exprimant Appl 

 

ctué différents sauvetages du mutant Appl (Figure 73

une duplication du gène Appl

sauver de façon significative le phénotype du mutant Appl comme contrôle à cette 

expérience une souche, nommée Dp-y, dans laquelle a été inséré un plasmide vide (le même 

utilisé pour insérer différentes duplications dont Appl) (Venken et al. 2010). Ce résultat 

permet de démontrer que ce phénotype de perte du lobe  est bien dû à la mutation du gène  
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Appl ensuite effectué des sauvetages en exprimant Appl uniquement dans les MB. Pour 

 : c739 et MB247 -

Appl 

Appld. Cependant le sauvetage semble meilleur avec MB247-GAL4.  

Appl en exprimant différentes formes de 

la protéine APPL. MB247-GAL4 (Figure 74

Appl.s Appl.sd) induisent 

toutes deux une diminution du phénotyp

différentes formes, toutes ne pouvant pas être sécrétées, et délétées dans le domaine 

intracellulaire (Appl.sd IC et Appl.sd NPTY), ou dans le domaine extracellulaire (Appl.sd E1 

et Appl.sd E2) entrainent une diminution du phénotype. Du fait que le phénotype du mutant 

Appl pour cette souche est relativement faible (7% absence du lobe  ) dans cette expérience, 

ces résultats sont difficilement interprétables. 

 

4.1.6 Expériences de sauvetage du mutant Appl avec la forme humaine APP 

 

La conservation de nombreux domaines intra et extracellulaires entre les formes 

fonction de ces protéines. Afin de valider cette hypothèse, 

sous le contrôle soit de MB247-GAL4, soit de c739-GAL4 dans un contexte mutant pour Appl 

(Figure 75

diminuer le phénotype de perte du lobe  mais de façon non significative. Ces résultats nous 

laissent penser que la forme humaine ne compense que partiellement la perte de la protéine 

drosophile. a été confirmé par la suite grâce au sauvetage du  
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Figure 76 : Analyse interaction du mutant Appld  humain et de 

drosophile. Dissection de cerveau mâle adulte âgé de 5 jours. 

observés. Test 2 : *** p< 0,001. 
 

 

 
Figure 77 : Analyse Appld  humain et de 

drosophile. Dissection de cerveau mâle adulte âgé de 21 jours. 

observés. Test 2  : ** p< 0,01. 
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double mutant Appld dsh1 (voir résultats supplémentaires Figure 87 p.167). 

 

4.1.7 Appl avec différentes constructions 

 

 

 dans la protéine APPL, entrainant le même 

phénotype que le peptide A  humain (Carminne-Simmen et al. 2009), nous a incité à nous 

question nous avons comparé le phénotype des neurones /  exprimant soit la forme 

drosophile A , soit la forme humaine A . Ces résultats ont été obtenus dans le cadre du stage 

de Zoé Servant, étudiante de Master1. Les dissections se sont faites à 5 jours après éclosion. 

le développement des neurones /  (Figure 76). Si on se place dans un contexte mutant pour 

Appl n 

de la forme drosophile entraine une augmentation significative du phénotype (22% de perte 

du lobe ). Cela . 

 ravant 

dans le temps. Nous avons regardé si ce phénomène se produisait aussi dans les neurones /  

Figure 

77) différentes formes A  dans un contexte 

Appl, on 

peut déjà remarquer que le phénotype du mutant Appld 

pression du peptide A  humain entraine une  
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Figure 78 : Analyse  

de la drosophile. Dissection de cerveau mâle adulte âgé de 5 jours (panel haut) et 21 jours (panel bas). 

(n) correspond au nombre de MB observés. Test 2 : * p< 0,05. 
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augmentation significative de la perte du lobe 

du peptide A  humain entraine une dégénérescence des neurones /  

vieillissement de la mouche. Les résultats similaires obtenus avec la forme A  drosophile 

caractéristiques toxiques bien que la séquence ne soit pas conservée. 

Ayant mis en évidence un effet dégénératif de ces peptides dans un contexte mutant 

pour Appl Figure 78). 

OK107-GAL4 ne produit aucun effet à 5 jours. 

pression des formes humaines et drosophile 

entraine une perte du lobe   
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Figure 79 : Analyse du mutant et de la surexpression de dsh. 

observés.  

 

 

 

 

 

 
Figure 80 : Analyse du sauvetage du mutant dsh1.  

Test 2 : *** p< 0,001. 
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4.2.   Le gène dsh 

 

4.2.1   Analyse du phénotype du mutant et de la surexpression dsh 

 

Les mutants dsh1 présentent des défauts dans le développement des neurones / , 

mutants dsh1 concernent majoritairement le lobe , bien que le lobe  puisse être aussi 

affecté (Figure 79). Cependant, il semblerait que la pénétrance du phénotype puisse varier 

Appld.  

dsh dans les MB (Figure 79). Lorsque 

dsh est fortement exprimé avec OK107-GAL4, il produit des défauts des lobes 

exprimé avec c739 faible phénotype sur les lobes .  

Ces résultats démontrent un effet de la quantité de DSH sur le développement des MB. 

En effet, que DSH soit mutant ou surexprimé, il entraine des défauts de développement des 

lobes  et .  

 

Afin de confirmer que ces phénotypes mutants soient bien dus à la mutation dsh1

effectué des sauvetages de mutant avec une duplication de dsh 

de ADN génomique qui comporte plusieurs gènes dont dsh) (Venken et al. 2010) et une 

construction génomique de dsh construction myc. On peut voir que 

dsh 

(Figure 80).  
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Figure 81 : dsh1 en condition homozygote ou 

hémizygote. La première barre du panel correspond à la descendance mâle (1ere génération) issue du 

croisement de femelle w dsh1 avec des mâles y wc 

croisement à partir de femelle w dsh1 avec des mâles w dsh1 

nombre de MB observés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 82 : Clones MARCM canoniques de dsh1. Les clones neuroblastes ont été induits en L1 suite à un choc 
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phénotype est apparu, semblable à celui obtenu avec le mutant Appld (Figure 81). Lorsque des 

femelles dsh1 sont croisées avec des mâles sauvages, 30% de la descendance mâle mutante 

pour dsh présente un phénotype de perte du lobe . Cependant, dès q les 

avec des femelles dsh1, le phénotype des femelles homozygotes ou des mâles hémizygotes 

issus de ce croisement est fortement réduit. Ces résultats démontrent que les phénotypes de 

perte des lobes  et  sont très sensibles au background génétique.  

 

4.2.2   Analyse des clones MARCM canoniques dsh1 

 

Les protéines APPL et DSH ayant toutes deux une fonction dans la voie PCP pour le 

développement du lobe , nous pouvons supposer que le phénotype cellulaire des mutants 

dsh1 affecte la pousse des axones , tout comme elle a été décrite pour Appl

clones MARCM canoniques du mutant dsh1. Sur les 76 clones neuroblastes obtenus, seul 1% 

 (Figure 82). Face à cette faible pénétrance du 

 

Ces résultats en clone rejoignent ceux obtenus par Ng 2012 avec les clones dsh3. Avec 

cet allèle dsh3, nul et létal homozygote, la totalité des clones obtenus était sauvage. 

dsh ne serait pas autonome cellulaire, mais 

autonome au niveau des MB. Le manque de cette protéine dans un seul ou groupe de 

autres neurones de cette structure exprime cette protéine, pousse normalement et entraine 

avec eux les neurones mutants. 
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Figure 83 : Analyse de Appl chez le mutant dsh1. 

observés. Test 2  : ** p< 0,01. 

 

 
Figure 84 : Analyse de la surexpression de dsh chez le mutant Appld. 

observés. Test 2  : *** p< 0,001. 

 

 

 
Figure 85 : Analyse du double mutant Appld dsh1.  
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4.2.3   Interaction génétique entre Appl et dsh 

 

Pour permettre un développement normal des neurones / , il a été montré que DSH 

et APPL était nécessaire pour activer la voie PCP (Soldano et al. 2013). En partant de ce 

au début de ma thèse.  

dsh1, bien que sauvé pas une construction 

génomique exprimant dsh, Appl spécifiquement dans les 

neurones /  (Figure 83). 

dsh permet de sauver significativement le mutant Appld 

(Figure 84). Ces expériences confirment le modèle selon lequel APPL est en aval de DSH dans 

la croissance des axones . 

 

Nous avons ensuite recombiné les deux mutations Appld et dsh1 (Figure 85). Les 

hémizygotes double mutants ont un phénotype atteignant 60% de perte du lobe . Cela 

confirme le fait que ces deux protéines interviennent dans la même voie pendant le 

e recombiné avec différents GAL4. 

Lorsque le double mutant est associé à MB247-GAL4, le phénotype de perte du lobe  se 

maintient autour des 60%, alors que lorsque le double mutant est associé à c739-GAL4, le 

phénotype est légèrement réduit et atteint plutôt 45-50% de perte du lobe . Cela montre 

précédemment pour les deux mutations individuellement. 
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Figure 86 : Analyse du sauvetage de double mutant Appld dsh1 par dsh. 

MB observés. Test 2  : *** p< 0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 87 : Analyse du double mutant Appld dsh1. . 

Test 2  : *** p< 0,001. 
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 est sauvé 

dsh, 

soit une construction génomique de dsh (Figure 86). 

  du double mutant Appld dsh1 est aussi sauvé de façon 

significati Appl spécifiquement dans les neurones /  (Figure 87). Afin 

AL4). 

phénotype de perte du lobe . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 172 

 
Figure 88 : Analyse -ABL dans les MB. 

MB observés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 89 : Analyse Abl chez le mutant Appld. 

nombre de MB observés. Test 2  : ** p< 0,01. 
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4.3    Le gène Abl 

 

 

une croissance normale des neurones / . 

BCR-Abl, connue 

chimérique associant une partie du gène Abl de la drosophile et une partie du gène Bcr humain 

(Figure 88 Bcr à Abl empêche la régulation de 

téine. On voit que la forme P185-BCR-Abl ne produit que très peu de 

c739-GAL4 ou OK107-

P210-BCR-Abl produit de sévère phénotype mutant, avec moins de 

OK107-GAL4. Il faut aussi noter une forte 

létalité de ce génotype, avec des défauts de développement des yeux et de la tête important. 

 de cette forme P210-BCR-Abl avec c739-GAL4 est létale.  

lors du développement des MB et du système nerveux de façon plus générale. 

 

 

4.3.1   Interaction génétique entre Appl et Abl 

 

 Abl et Appl (Figure 89). Le 

phénotype de perte du lobe  du mutant Appld 

hétérozygote mutant pour Abl2

exprimé une construction ARNi contre Abl dans les MB. Cette construction ne produisant, par 

elle- r 

que, dans cette condition, aucun changement ne se produise.  
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Figure 90 : Analyse Abl chez le mutant Appld. 

observés. Test 2 : * p< 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 91 : Analyse de la perte de fonction Abl chez le mutant dsh1. 

nombre de MB observés. Test 2  : *** p< 0,001. 

 

 

 

n

100

0 20 40 60

Appldw ; 

c739-GAL4 UAS-mitoGFP / 

Abl-GFP

Appldw ; 

c739-GAL4 UAS-mitoGFP / 

UAS-AblKD

Appldw ; 

c739-GAL4 UAS-mitoGFP / 

UAS-Abl

Appldw ; 

c739-GAL4 UAS-mitoGFP / +

MBs phenotype (%)

WTAbsence du lobe Absence du lobe 

80

135

104

0 20 40 60 80 100

w dsh1 ; 

Abl2 / +

w dsh1

MBs phenotype (%)

WTAbsence du lobe 

n

176

94

Absence du lobe Absence des lobes /

* 

* 

*** 



 175 

Abl augmente la pénétrance du mutant 

Appld  Abl sur ce mutant Appld (Figure 90). 

Abl (Abl-GFP) sauve de façon 

significative le mutant Appld. Abl dans 

les MB avec c739-GAL4 permet, là aussi, de sauver de façon significative le phénotype de perte 

du lobe  du mutant Appld Abl sans activité kinase 

(UAS-AblKD) avec le même GAL4 ne permet plus de sauver le phénotype du mutant Appld. Ces 

résultats étude de Soldano et al. 2013, 

nt le 

Abl spécifiquement dans 

les MB puisse sauver le phénotype de perte du lobe  Abl 

agirait de façon autonome au niveau des MB. 

 

4.3.2   Interaction génétique entre Appl, dsh et Abl 

 

 4.3.2.1 Interaction génétique entre dsh et Abl 

 

neurones /  étant établie, nous avons supposé pouvoir observer une interaction génétique 

entre Abl et dsh, lui aussi impliqué dans cette voie (Figure 91

dsh1 est aggravé quand les mouches sont mutantes 

hétérozygotes pour Abl. On remarque que le lobe  semble plus sensible face à la perte 

simultanée de dsh et Abl

axones , ces deux protéines ont probablement des rôles majeurs dans le développement des 

axones .  
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Figure 92 : Analyse Abl chez le mutant dsh1. 

observés. Test 2  : *** p< 0,001. 

 

 

 

 

 

 
Figure 93 : Analyse Abl chez le mutant Appld dsh1.  correspond au nombre de 

MB observés. Test 2 sur le phénotype des MB sauvage : *** p< 0,001.  
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Abl chez le mutant dsh1 (Figure 92). 

On peut voir que le phénotype de croissance du lobe   Abl, 

et ce que cela soit avec c739-GAL4 (bien que le sauvetage soit non significatif) ou avec la forme 

génomique.  

Ce sauvetage de dsh1 Abl était imprévu. En effet, ABL étant en 

amont de DSH dans la voie PCP, moduler la dose de cette protéine chez un mutant nul pour 

dsh  avoir de conséquence sur le phénotype avions déjà observé 

Appl (Figure 83))

deux hypothèses : la première serait que le mutant dsh1 ne serait pas totalement nul pour la 

fonction de dsh Abl on forcerait 

fonctionnel utre voie qui 

contrôlerait la pousse des axones , indépendante de dsh et sur laquelle Abl agirait aussi. 

 

4.3.2.2 Interaction génétique entre Appl, dsh et Abl 

 

 entre Appl, dsh et Abl. On peut 

voir que, comme dans le cas des simples mutants Appld ou dsh1, le phénotype du double 

mutant Appld dsh1 Abl (Figure 

93 trance de perte du lobe 

 que celui du lobe Abl dans cette condition 

.  

Abl dans les MB (Figure 94). 

Abl dans les neurones /  grâce à c739-GAL4 

augmente significativement la perte du lobe ,  
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Figure 94 : Analyse Abl chez le mutant Appld dsh1. 

MB observés. Test 2  : *** p< 0,001.  
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le mutant Appld et dsh1 

elle, ne modifie pas le phénotype de perte du lobe 

pénétrance de perte du lobe .  

ines dans la 

croissance des axones  des neurones / , mais aussi dans le développement des axones . 
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Figure 95 : Analyse htt humain chez le mutant Appld. 

nombre de MB observés. Test 2  : ** p< 0,01.  

 

 

 

 
Figure 96 : Analyse htt humain chez le mutant Appld. 

MB observés. Test 2  : ** p< 0,01, * p< 0,05.  
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4.4 Le gène htt 

 

4.4.1   htt dans les MBs 

 

produisait aucun phénotype, que cela soit par elle-même, ou en combinaison avec des 

mutations. 

constructions exprimant un fragment de la partie N-terminale de la protéine HTT humaine 

(hHtt67aa, hHtt171aa, hHtt548aa). Ces trois fragments sont soit sous une forme physiologique, soit 

sous une forme pathologique pour la longueur de la région 

physiologique et pathologique) 

avec c739-GAL4 ne produit aucun phénotype sur le développement des MB (Figure 95-96). 

-HA- hHtt171aa-18Q sauve de façon 

significative le phénotype du mutant Appld (Figure 95

polyQ UAS-HA- hHtt171aa-138Q Appld.  

n de 

cette forme sauvage de la protéine humaine a un effet dominant négatif sur la protéine 

endogène HTT drosophile, et permet donc de mimer les résultats obtenus avec le mutant htt. 

Ce fragment humain empêche la protéine endogène de fonctionner correctement, en prenant 

, soit par le fait que cette forme 

emplacer la protéine endogène. Toutefois ces deux 
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Figure 97 : Analyse htt chez un mutant Abl.  (n) correspond au nombre de MB 

observés.  

 

 

 
Figure 98 : Analyse Abl htt chez le mutant Appld. 

nombre de MB observés. Test 2  : * p< 0,05.  
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Figure 96), 

le mutant Appld. Le fait que les formes polyQ sauvent aussi bien que les formes sauvages peut 

faible que le fragment hHtt171aa-138Q, ce qui leur laisse la possibilité de remplacer la forme 

endogène. 

Ces résultats nous laissent supposer une conservation fonctionnelle entre les protéines 

 

 

 

4.4.2.  Analyse des interactions génétiques entre Abl et htt 

 

htt sur le mutant hétérozygote Abl (Figure 97

-CTAP-htt-fl avec c739-GAL4 chez des individus hétérozygotes mutants 

Abl1

htt endogène dans les MB et 

htt est inutile.  

 

 Enfin, je me suis intéressée au sauvetage du mutant Appld Abl. 

améliorer ce sauvetage en étant hétérozygote mutant pour htt (Figure 98). Dans ce contexte 

Appld

pas le sauvetage du mutant Appld si je surexprime en parallèle htt dans les MB.   
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Figure 99 : Représentation schématique du modèle proposé du fonctionnement de la voie de signalisation PCP 

pendant le développement des MB. Dans le lobe , le développement des branches axonales semble être sous 

le contrôle du récepteur FZ, qui une fois activé recrute DSH et potentiellement Rac1. Ces protéines contribuent 

, le 

récepteur VANG permet la croissance des branches axonales via une interaction indirecte avec le ligand Wnt5.  

Gombos et al. 2015. 

 

 

 

 
Figure 100 : Représentation schématique de la protéine DAAM et des formes mutantes de la protéine. La 

protéine contient différents domaines conservés : GBD (GTP-ase binding domain), DID (Diaphanous inhibitory 

domain), DD (Dimerization domain), CC (Coiled-coil region), FH1 (Formin homology domain 1), FH2 (Formin 

homology domain 2), DAD (Diaphanous autoinhibitory domain). La forme C-DAAM correspond à une délétion de 

la partie N-

Sc et al. 2015. 
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4.5 Le gène DAAM 

 

nous avons décidé de travailler avec la protéine DAAM (Dishevelled Associated Activator of 

Morphogenesis). DAAM est une protéine de type formine, initialement découverte pour son 

et al. 2001). Chez 

á

avec la voie PCP que lors de la neurogénèse, et notamment le développement des neurones 

des MB, et non lors de la polarisation des tissus épithéliaux (Matusek et al. 2006 ; Gombos et 

al. 2015). En effet, différentes expériences génétiques suggèrent fortement que DAAM 

n assemblage correct du cytosquelette 

Figure 99).  

Suite à ces données, nous avons cherché à mettre en évidence une possible interaction 

génétique entre Appl et DAAM. Pour cela, nous avons s

protéine DAAM sauvage (FLDAAM) permettrait de sauver le phénotype mutant Appld (Figure 

101

de DAAM avec la construction c739-GAL4 dans un contexte Appld.  

DAAM : alors que la forme C-DAAM est délétée de son domaine N-terminal et notamment de 

-inhibition, la forme FL-DAAMI732A produit la protéine entière avec une 

mutation en position 732 transformant une Isoleucine en Alanine affectant ainsi la fonction 

Figure 100).  
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Figure 101 : Analyse s DAAM chez le mutant Appld. 

nombre de MB observés. Test 2 sur le phénotype de MB sauvage : *** p< 0,001.  
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-DAAM produit par elle-même un phénotype lorsque je 

c739-GAL ou OK107- c739, on observe majoritairement un 

effet sur le développement du lobe  

OK107 entraine une perte des lobes  et  dans 100% des cas (n=40). Cela démontre 

égulation de cette protéine. Si on surexprime cette forme C-DAAM avec 

c739-GAL4 dans un contexte mutant pour Appld on observe une augmentation du phénotype 

de perte du lobe  par rapport au mutant Appld -

DAAMI732A avec c739- -

GAL4, elle entraine une perte du lobe  

forme dans un contexte mutant Appld, le phénotype de perte du lobe  

(Figure 101).  

 

dans le développement des neurones /

la même voie.  

Bien que DAAM soit une cible de DSH pendant le développement des neurones / , 
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Figure 102 : Analyse des mutants Wnt5400 et Wnt4P23. .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 20 40 60 80 100

Wnt5400 ; 

c739-GAL4 UAS-mGFP / Wnt4P23

Wnt5400 ; 

c739-GAL4 UAS-mGFP / +

MBs phenotype (%)

WTAbsence du lobe Absence des lobes /

n

72

99



 189 

4.6 Les gènes wnt4 et wnt5 

 

4.6.1   Analyse des phénotypes mutants  

  

 La fonction de co-

activation passait par une interaction avec son ligand. Il avait été déjà mis en évidence que le 

ligand de la protéine FZ est une protéine de la famille des WNT. Les Wnt sont des 

glycoprotéines sécrétées dans la matrice extracellulaire, pouvant se lier à des récepteurs 

7 chez la 

et al. 2013 a pu avancer implicitement WNT5 

 

 Nous nous sommes focalisés sur WNT5 et WNT4, toutes deux interagissant avec FZ, 

développement des neurones / . 

 

 Wnt5. Le gène Wnt5 se situe sur le 

Wnt5400 qui correspond à une délétion de la 

séquence codante de Wnt5 et al. 2004). Cet allèle est 

s hémizygotes pour la 

mutation. et al. 2015, produite dans notre équipe 

participé, a permis de démontrer la fonction de WNT5 dans le guidage des branches  des 

neurones / . Bien que le phénotype de perte du lobe  soit prédominant chez les mutant 

Wnt5400, on observe toutefois que dans 40% des cas il y a aussi une perte du lobe , laissant 

supposer un rôle de cette protéine dans le développement de ce lobe (Figure 102).  
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Figure 103 : Analyse Appld et les mutants Wnt5400 et Wnt4P23. 

. Test 2 sur la pénétrance de MB sauvage : ***p< 0,001, 

**p< 0,01.  

 

 

 

 
Figure 104 : Analyse dsh1 et Appld dsh1 et le mutant Wnt4P23. 
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Wnt4 dans 

ce contexte génétique.  

Le gène Wnt4 est porté par le second chromosome. Nous tra

Wnt4P23

et al. 2006).  

La mutation Wnt4P23 étéro

hémizygote Wnt5400, avec près de 80% des MB présentant une absence des lobes  et  

(Figure 102).  

développement du lobe Wnt5 peut être 

compensé par un autre membre de la même famille et notamment Wnt4. 

 

4.6.2   Analyse des interactions génétiques entre Appl et Wnt5/4  

 

 Je me suis ensuite intéressée à une interaction génétique entre Appl et les gènes Wnt5 

et Wnt4. On peut ainsi voir que le phénotype de perte du lobe  du mutant Appld est 

significativement augmentée par la mutation hétérozygote Wnt4P23 (Figure 103).  

 Wnt5400 sur le mutant Appld, nous avons recombiné les 

deux mutati Appld w Wnt5400 

un phénotype de perte du lobe  

Appld seul. Toutefois dans ce contexte génétique, on observe un biais vers la perte du lobe .  
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Figure 105 : Analyse de la surexpression de Wnt4 chez les mutants Appld et Appld dsh1 

au nombre de MB observés. Test 2  : * p< 0,05.  

 

 

 

 

 

 
Figure 106 : Analyse de la surexpression de Wnt5 chez les mutants Appld et Appld dsh1. 

au nombre de MB observés. Test 2  : *** p< 0,001.  
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4.6.3   Analyse des interactions génétiques entre la voie PCP et Wnt4  

 

 

Wnt4P23 et les mutants dsh1 et Appld w dsh1 (Figure 

104). La perte de fonction partielle de Wnt4 ne modifie ni le phénotype de perte du lobe  du 

mutant dsh1, ni celui du mutant Appld w dsh1. 

 Wnt5400 sur les mutants 

dsh1 et Appld w dsh1, mais pour cela il nous faudrait recombiner ces trois allèles.  

 

4.6.4   Analyse du sauvetage du mutant Appld par la surexpression de Wnt4 ou Wnt5 

 

 

surexpression Wnt4 dans les neurones /  sur le mutant Appld (Figure 105). On peut ainsi voir 

que dans cette condition, on observe un sauvetage significatif de la perte du lobe . Toutefois, 

la surexpression de Wnt4 dans un contexte mutant pour Appld w dsh1 entraine cette fois-ci 

une augmentation significative du phénotype de perte du lobe .  

 Wnt5 dans les MB, dans un contexte Appld ou Appld 

w dsh1, je sauve, de façon significative dans les deux cas, la perte du lobe  (Figure 106). Cela 

Appld par Wnt5, obtenus dans l étude de Soldano et al. 

2013. 

 

Wnt5 et la voie PCP, il 

semblerait que la protéine WNT5 puisse être le ligand qui active la voie lors du développement 

des neurones / . Des expériences ont été réalisées 

et al. soumis).  
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Indépendamment de ces résultats, il semblerait que APPL et WNT4 interagissent aussi 

au niveau des MB pendant le développement. On a pu voir que la perte de fonction partielle 

de Wnt4 Appld. Toutefois, les résultats contradictoires 

obtenus avec la surexpression de Wnt4 

Appl et Wnt4. Cependant, au vu de ce qui a été obtenu, bien que ces deux gènes semblent 

interagir lors du développement des neurones / , leur interaction ne semble pas corrélée à 

Appl dans la voie PCP. 

 

4.7 Les gènes drl et Drl2 

 

4.7.1   Analyse de clones MARCM de visualisation Appld affectant le développement 

du lobe  

 

Les résultats préliminaires obtenus à partir des travaux de Michel Owusu, étudiant de 

défauts du lobe  chez les mutants Appld sont dus à un défaut de guidage des branches 

axonales qui composent ce lobe (Figure 107). Des clones MARCM de visualisation du mutant 

Appld . On peut voir que pour la 

dizaine de neurones marqués, les axones bifurquent correctement au niveau du point de 

e façon parallèle en direction 

médiale. 

Appl agit différemment pour le développement des 

branches axonales  et Appl agit sur la pousse des axones 

agisse sur le guidage des axones .  
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Figure 108 : Appl et drl. 

observés.  

 

 

 

 

 
Figure 109 : Appl et Drl2. 

observés.  
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et al. 2015 menée au laboratoire qui 

démontre que les gènes drl et Drl2 sont impliqués dans le guidage de la branche  des 

neurones / , nous avons cherché à déterminer si Appl interagissait avec ces deux gènes lors 

du guidage de la branche . 

 

4.7.2   Analyse Appl et drl 

 

 La perte de fonction partielle de drl ne modifie pas le phénotype de perte du lobe  du 

mutant Appld (Figure 108). La pénétrance du phénotype de perte du lobe  du trans-

hétérozygote lio2 / drlR343 étant presque complète (99% des MB), il est impossible de détecter 

une modification du phénotype avec le mutant Appld. 

 

4.7.3   Analyse Appl et Drl2 

 

 Tout comme précédemment, la perte de fonction partielle de Drl2 ne modifie pas le 

phénotype de perte du lobe  du mutant Appld (Figure 109). Toutefois, le phénotype du 

mutant trans hétérozygote Drl2E124 / Df#7871 ie la mutation Appld. 

Alors que le mutant Drl2 ne présente majoritairement que des défauts touchant le lobe  

Appld induit aussi un défaut au niveau des lobes  

et  simultanément.  

 Des données de clones MARCM de visualisation ont permis de démontrer pour 

guidage des axones  et  (Reynaud et al. 2015). On peut donc supposer ici, que la perte à la 

fois de Drl2 Appl puisse affecter dans une certaine mesure le guidage des axones .  
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Discussion 

 

 
 

1. 

et HTT, pour le développement des MB dans le cerveau de drosophile   

 

décennies. La compréhension et la mise au point de traitement contre ces pathologies restent 

encore un défi 

protéine APP et le peptide A  qui en dérive ont été clairement identifiés comme impliqués 

peptide A , issu 

formation de plaques amyloïdes, caractéristiques majeures de la maladie, entraînant à terme 

une dégénérescence neuronale. Toutefois, différentes études ont avancé le fait que 

observés, et de nouvelles hypothèses ont été proposées parmi lesquelles la perte de fonction 

 

que plus il y a de peptide A , moins la protéine complète APPL est présente. Il semble donc 

essentiel de déterminer les fonctions physiologiques de cette protéine. Cependant, chez la 

fonctionnelle entre les différentes protéines APP, A

 : APPL.  
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Les travaux de Soldano et al. Appl dans le 

développement des neurones /  

forme un complexe de récepteurs à la membrane avec FZ et VANG, tous deux membres de la 

voie PCP. APPL recrute la protéine kinase ABL, qui va phosphoryler la protéine cytoplasmique 

DSH, ce qui permet Appl 

agit de façon autonome cellulaire sur la croissance des branches axonales  des neurones / . 

Il est intéressant de noter que ces neurones /  font partis de centre de la mémoire chez la 

drosophile, nous permettant de faire une analogie entre les fonctions des protéines APPL et 

APP au niveau de la mémoire. 

Ce modèle fut notre point de départ dans la recherche de nouveaux gènes interagissant 

avec Appl au niveau de la voie PCP dans la pousse axonale, et nous a permis de détecter une 

interaction avec le gène htt

e, entraînant une 

neurodégénérescence progressive, caractérisée par des troubles psychiatriques, cognitifs et 

polyglutamine dans la région N-terminale de la protéine, qui provoque une agrégation de la 

protéine au niveau des neurones. Cependant, différentes études avancent aussi le fait que 

protéine. Chez la drosophile, il existe un homologue au gène humain : le gène htt. La 

différence 

forme drosophile. 

Dans cette étude je montre que les défauts de croissance dus au mutant Appld sont 

sauvés par la perte de fonction partielle du gène htt, dévoilant un effet de régulation négatif 

htt sur la voie PCP. Nous avons pu mettre en évidence que, lors du développement des  



 202 

 
Figure 110 : par interaction avec un inhibiteur. Représentation schématique de 

 et kinase sont connectés, empêchant la phosphorylation de la protéine.  La 
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neurones / , la protéine kinase ABL joue un rôle 

son gain de fonction produisent des défauts dans le développement des neurones / . Cette 

participe à la régulation négative du niveau de phosphorylation de la protéine.   

e à son niveau de 

phosphorylation (Dorey et al. 2001), nous pouvons avancer que la protéine HTT régule 

e la protéine lors du développement des neurones / . Cette 

hypothèse est en cours de validation, grâce à des expériences, menées au sein du laboratoire, 

(CFP-YFP FRET) nous pouvons suivre directement in vivo ABL dans les MB 

(Kannan et al. 2017).  

htt 

nous a permis de voir une augmentation significative du signal FRET, do

Personnelle de Germain U. Busto). Ces résultats valident in vivo htt sur la régulation 

quent pas comment HTT permet cette 

régulation. 

grâce à un inhibiteur qui maintient la protéine dans une conformation inhibée, où le domaine 

SH3 interagit avec le domaine kinase (Barilà et al. 1998 ; Pluk et al. 2002 ; Wen & Van Etten 

1997) (Figure 110). 

et empêcherait la phosphorylation de la protéine. Des expériences de co-

immunoprécipitation in vitro et in vivo sont en cours, afin de valider cette hypothèse.  
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Figure 111 : 

neurones /  de MB. Représentation schématique du modèle proposé. Au niveau du cône de croissance, ABL 

alterne entre un état activé via son recrutement/activation par les protéines APPL et DAB (Disabled), et un état 

PCP, p

développement, cette dernière est réguler négativement par la protéine HTT.  

 

 

 

 
Figure 112 :  Représentation schématique de 

(A). Les domaines SH3 et kinase sont connectés, empêchant la phosphorylation de la protéine.  

(B). 

kinase. 

protéine HTT endogène de venir se fixer sur ABL. Le fragment humain ne pouvant pas fixer le deuxième site de 
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neurones / , ce qui expliquerait que lorsque on est mutant pour htt

 

Ainsi lors du développement des neurones / , la protéine ABL alternerait entre une 

conformation active et inhibée. Alors que la protéine HTT favoriserait directement ou 

 (Figure 

111). 

Appl et htt humain nous ont permis de 

-terminale de la protéine HTT peut 

sauver le phénotype de perte du lobe  dû à Appld. Cela signifie que la perte de htt endogène 

téine humaine entraîne le même effet. Cela suppose 

un effet dominant négatif de la protéine humaine sur la protéine endogène HTT de drosophile. 

Ce fragment humain empêcherait la protéine endogène de fonctionner correctement en 

prenant sa place, sans pour autant pouvoir assurer la même fonction. Ainsi, en supposant 

se fixer sur seulement un des sites de régulation, et serait donc incapable de maintenir une 

conformation inhibée de la protéine, où les deux sites doivent être bloqués (Figure 112). Dans 

htt exprimant les 67, 171 ou 548 premiers acides 

aminés, tous trois sauvant significativement le phénotype de perte du lobe , ce qui suppose 

 

De plus, ces résultats démontrent une conservation fonctionnelle entre les protéines 

drosophiles et humaines. Une étude récente faîte chez le rat et la souris démontre que les 
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augmentation du niveau de phosphorylation de la Sphingosine Kinase 2 (SK2) sans pour autant 

observer une augmentation de la quantité totale de protéine (Moruno-Manchon et al. 2017).  

Les résultats de cette étude chez les mammifères associés à ceux que nous avons 

obten

de la protéine HTT chez les mammifères comme chez la drosophile pourrait être de réguler 

 

 

2. Collaboration entre Appl et arm via sa fonction dans les jonctions adhérentes pour 

le développement des neurones  

 

Les voies de signalisation des Wnt sont impliquées dans de nombreux processus 

physiologiques au cours du développement. Elles ont toutes comme point 

activées par la fixation des protéines Wnt, ligands sécrétés, sur les récepteurs 

transmembranaires. Parmi les différentes voies existantes, nous nous sommes intéressés à 

 : la voie canonique Wnt/Wingless et la voie non canonique PCP. Alors que 

la première permet de réguler le niveau de la protéine -caténine dans la cellule via le 

recrutement de DSH, la seconde agit sur le niveau de phosphorylation de la protéine DSH, 

 (Figure 11-Figure 18).  

Il est intéressant de noter que ces deux voies partagent des interacteurs communs, tels 

que DSH, mais aussi FZ. On est donc en droit de se demander comment chacune de ses voies 

équipe du Dr. Mlodzik avait émis 
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voie PCP (Singh et al. 

 

récepteur de la voie PCP perme

des neurones /  des MB (Soldano et al. 2013). 

 

entre les voies PCP et Wnt/Wingless lors du développement des neurones /  des MB, via les 

protéines ABL et APPL. 

Appl pendant le 

développement des neurones /

génétique entre Appl et arm (me

arm permettait de sauver le phénotype du mutant Appld, alors que la perte de fonction 

arm Figure 49-50).  

Bien que les protéines ARM et APPL semblent interagir ensemble lors du 

développement des MB, cette interaction est apparue comme étant indépendante de la voie 

arm et une forme mutée 

de dsh pour la voie PCP (Figure 51). 

/  

très probable 

intervienne dans une autre voie de signalisation, dans laquelle arm serait aussi impliquée.  

 La protéine ARM est impliquée dans deux voies de signalisation cellulaires majeures : 

la voie Wnt/Wingless et les jonctions adhérentes. Nous avons cherché à confirmer auprès de 

laquelle de ces deux voies, la protéine APPL interagissait avec ARM.  
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Appl arm dans les jonctions adhérentes 

(Figure 55).  

 

Dans ce 

modèle, la -caténine, via probablement son interaction à -caténine et la cadhérine, aurait 

plutôt pour rôle de réguler la dynamique du élément essentiel à la 

croissance axonale lors du développement neuronal.  

 et al. 2012 a permis de mettre en avant le rôle de la protéine ABL 

dans la régulation dynamique des jonctions adhérentes, via la phosphorylation de la protéine 

ARM. Lors du développement des neurones / , ABL pourrait conserver cette fonction kinase 

 pourrait être aussi régulée par la 

la protéine ABL est recrutée/activée lui permettant de venir phosphoryler soit la protéine DSH 

activant la voie PCP, soit la protéine ARM impliquée dans la dynamique du cytosquelette 

.  

 

pouvait sauver le phénotype de perte du lobe  (Figure 105-106). Toutefois, alors que la 

protéine WNT5 interagit avec la v

observer que la surexpression de Wnt4 dans un contexte Appld dsh1 entraîne une 

augmentation du phénotype mutant. On pourrait imaginer que dans cette situation, la 

surexpression de WNT4 empêche la fixation de WNT5 au complexe protéique membranaire,  
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 omplexe protéique APPL/FZ/VANG 

 (Figure 113).  

Ces deux voies de signalisation participeraient au développement correct des neurones 

/  des MB. 

 

3. Création de nouveaux allèles mutants Appl par la technique du CRISPR-Cas9 

 

Appld révèle des problèmes dans la 

pénétrance du phénotype. Nous avons ainsi pu déterminer une différence du phénotype 

te. De la même façon, une 

modification du bruit de fond génétique affecte le phénotype de façon importante, pouvant 

faire disparaître totalement le phénotype de perte du lobe  des neurones / . 

dence que seul les deux premiers exons du gène Appl 

sont toujours présents. La délétion inclus aussi la région intergénique entre Appl et vnd. 

Nous avons donc entrepris de créer un nouvel allèle mutant nul pour Appl, grâce la 

technique du CRISPR-  
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Figure 114 : Représentation schématique des différents allèles mutants déjà existants et obtenus : Appld, 

Applc1.4, Applc2.1 et de la duplication vnd. 
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Appl : Applc2.1 Appl et une partie du gène suivant vnd : 

Applc1.4

Alors que le mutant Applc1.4 produit un phénotype de perte du lobe  avec une pénétrance 

plus grande que celle observée chez le mutant Appld, le mutant Applc2.1 ne produit quant à lui 

aucun phénotype au niveau du développement des neurones /  des MB. 

Une analyse moléculaire comparative des trois allèles mutants Appld, Applc1.4, Applc2.1 

dévoilent que le mutant Applc2.1 est le seul pour qui la région intergénique avec vnd 

Appl et vnd ont montré que 

la duplication de vnd pouvait sauver le phénotype de perte de lobe . Cependant, cette 

duplication comprend une partie du gène Appl (Figure 114), nous sommes donc en train de 

Appl avec cette duplication. En effet, bien que cette 

Appl

APPL soit produite, ce qui pourrait expliquer le sauvetage des mutants avec cette 

construction. 

Ces données nous laissent penser que vnd est aussi impliqué dans le développement 

des neurones / . Le gène vnd code un facteur de transcription connu pour être impliqué 

mutations connues de vnd soit létale dès le stade embryonnaire (Jiménez et al. 1995). 

et al. 

transcrit A de vnd est exprimé. Le transcrit B est quant à lui exprimé à partir du stade larvaire 

fonctions pour vnd pendant le développement.  

Il est intéressant de noter que chez le mutant Applc1.4 ce sont le codon initiateur et le 

premier exon du transcrit B de vnd  
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Appl et de ce transcrit de vnd qui produit ce phénotype de 40% de perte du lobe 

 lors du développement des MB.  

Bien que le mutant Appld vnd, il est fort 

ion. En effet, la région intergénique entre Appl 

et vnd présente différents sites de régulation de la transcription de vnd (Stepchenko et al. 

2011). Cette région étant absente dans le mutant Appld, il est probable que la régulation du 

gène en soit affectée.  

Cela pourrait expliquer la différence de phénotype entre les mutants Applc1.4 et Appld 

(respectivement 40% et 15% de perte du lobe Applc1.4, la 

transcription du transcrit B de vnd serait absente, pour le mutant Appld, elle ne serait que 

diminuée. Cette hypothèse est en cours de vérification grâce à des expériences qRT-PCR au 

laboratoire. 

Enfin, avec le mutant Applc2.1, le gène vnd et la région intergénique sont intacts. La perte 

du gène Appl induire un phénotype au niveau des MB.  

Appl pendant le développement des neurones 

/  a été validé moléculairement et génétiquement. En effet, Soldano et al. 2013 ont 

démontré grâce à des expériences de co-immunoprécipitation 

génétiques in vivo que les protéines APPL, VANG et FZ interagissaient ensemble. De plus, ils 

ont démontré que le phénotype du mutant Appld est significativement sauvés par la 

Appl spécifiquement dans les neurones /

Appl chez le mutant Appld dsh1 (Figure 87 i aussi pu démontrer 

Tout ceci démontre le rôle de la protéine au niveau des neurones / . 
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Il est important de déterminer le rôle exact de vnd lors du développement des MB. Les 

 

affectent les deux transcrits de vnd, toutefois, le transcrit A étant le seul à être exprimé chez 

et al. 2011), on peut supposer que la létalité embryonnaire est due à 

la perte de ce transcrit.  

vnd pendant le développement des MB, nous proposons 

donc de créer un nouvel allèle mutant, grâce à la technique du CRISPR-

uniquement la région intergénique entre Appl et vnd et/ou le premier exon du transcrit B, 

sans altérer la séquence du transcrit A. Le phénotype de ce nouveau mutant nous donnera 

potentiellement des informations importantes sur la fonction de vnd dans les MB. Nous 

pouvons aussi réaliser des clones MARCM canoniques des mutants vnd existants. Ainsi le 

développement ne serait pas affecté, et nous pourrions déterminer si ce gène agit de façon 

autonome cellulaire lors du développement des MB. 

Pour conclure, en supposant que vnd participe bien au développement des MB, cela 

signifierait que deux gènes voisins interagiraient ensemble, potentiellement dans la même 

voie de signalisation pendant le développement des neurones / . On peut imaginer que la 

protéine APPL en tant que récepteur se trouverait au début de la voie de signalisation, alors 

que vnd, en tant que facteur de transcription, se trouverait en fin de voie de signalisation. 
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Figure 113 : Le système UAS/GAL4. (A). -GFP

de la GFP. Dans les individus exprimant c739-GAL4, il y a production du GAL4 dans les neurones ou le promoteur 

de c739 est actif. (B). La descendance issue du croisement de ces deux individus produit le GAL4 dans les 

neurones, qui reconnaît les séquences UAS, ce qui active la transcription de la GFP

les constructions GAL4 et GAL80, on empêche la production de la GFP spécifiquement dans les MB. 
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Matériels et méthodes 

 
1. Souches et croisements 

a été réalisé et maintenu dans des 

 

Appl et les différents gènes candidats, les 

croisements ont été réalisé, sauf signalés en cas contraire, à partir de femelles vierges 

provenant de la souche Appld w ; c739-GAL UAS-mitoGFP / CyOGFP, croisées avec soit des mâles 

contrôles ywc (cs), soit avec des mâles portant une mutation du gène à tester. 

 

2. Système UAS-GAL4 

Le système UAS-GAL4, développé par Brand et Perrimon (Brand & Perrimon, 1993), 

repose sur deux éléments 

tissu spécifique. Cette protéine GAL4 reconnaît spécifiquement les séquences UAS, et permet 

la transcription du gène qui se trouve en aval de ces séquences. Ce système permet donc 

 

cette proté

GAL4 sera inhibé dans le tissu exprimant le GAL80, ce qui induit une absence de transcription 

Figure 113) 
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Figure 114 : Le système MARCM canonique. (A). Dans cette cellule, le chromosome en violet porte une 

construction UAS-GFP et une mutation. Le chromosome en bleu porte une construction GAL80. Cette cellule 

r ces chromosomes, et induit une 

recombinaison mitotique. (C). Les chromosomes après recombinaison. (D). Les deux cellules filles obtenus après 

mutante, et exprime la GFP suite à la perte de la construction GAL80. 

 

 

 
Figure 115 : Le système MARCM de visualisation. (A). Dans cette cellule homozygote mutante, le chromosome 

en violet porte une construction UAS-GFP. Le chromosome en bleu porte une construction GAL80. Cette cellule 

recombinaison mitotique. (C). Les chromosomes après recombinaison. (D). Les deux cellules filles obtenus après 

sé

 

 

 

 

 

GAL4
GAL80

GFPUAS

GFPUAS

GAL80MB

GAL80MB

FLP
GFPUAS

GAL80MB

GAL4
GAL80

FRT

mutation

GAL4
GAL80

GFPUAS

GAL80MB

GFPUAS

GAL80MB

GAL4
GAL80

GAL80MB

GAL80MB

GAL4
GAL80

GFPUAS

GFPUAS

GAL4

GAL4

Celluleúh t rozygote

subissant une recombinaison mitotique

Celluleúhomozygoteúmutante

exprimant leúmarqueur GFP

Celluleúsauvage

A B C D

GAL4
GAL80

GFPUAS

GFPUAS

GAL80MB

GAL80MB

FLP
GFPUAS

GAL80MB

GAL4
GAL80

FRT

mutation

GAL4
GAL80

GFPUAS

GAL80MB

GFPUAS

GAL80MB

GAL4
GAL80

GAL80MB

GAL80MB

GAL4
GAL80

GFPUAS

GFPUAS

GAL4

GAL4

Celluleúhomozygoteú

subissant une recombinaison mitotique

Celluleúhomozygoteúmutante

exprimant leúmarqueur GFP

Celluleúhomozygoteúmutante

A B C D



 223 

3. Système MARCM 

Le système MARCM (Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker), décrit par Lee et 

Luo (Lee & Luo, 1999), permet de générer un clone homozygote mutant dans un contexte 

nces  

FRT (Flipase Recognition Target) par une flipase, elle-

thermosensible. Cela nous permet de contrôler le stade du développement auquel se fera la 

formation du clone (Figure 114). Nous pouvons détourner cette technique afin de réaliser des 

clones de visualisation. De cette façon, il nous est possible de suivre, grâce à la GFP, un clone 

homozygote mutant dans un individu, lui aussi, homozygote mutant. (Figure 115) 

 

4. Dissections 

-Cerveaux adultes 

Les drosophiles sélectionn

têtes et thorax sont fixés dans une solution de formaldéhyde 3,7% (dans du PBS 1X) pendant 

une heure à température ambiante. Après un lavage, les cerveaux sont disséqués dans du PBS 

1X. Une fois extraits, les cerveaux sont placés dans une solution de PBS-T (PBS 1X - Triton 

0,5X). 

-Cerveaux de larve et pupe 

Les cerveaux larvaires et pupaux sont disséqués dans du PBS 1X. Ils sont ensuite fixés 

dans une solution de formaldéhyde 3,7% pendant 30 minutes, puis rincés 3 X 20 minutes dans 

une solution de PBS-T à 4°C.  
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Après la dissection, les cerveaux adultes, larvaires et pupaux sont prêts soit à être 

montés directement entre lame et lamelle, soit à être traités pour un protocole 

immunohistochimique. 

 

5. Analyse des corps pédonculés 

Afin de visualiser les corps pédonculés, plusieurs microscopes ont été utilisés. Pour 

DM6000B a été utilisé. Pour 

utilisé. Les photos ont ensuite été traitées par le logiciel ImaJ. 

 

6. Immunomarquage 

Après leur dissection, les cerveaux sont incubés pendant 1 heure dans une solution de 

 

primaire dans la solution de saturation PBS-T - 10% BSA toute la nuit à 4°C sous agitation. 

Après 3 lavages de 30 minutes, les cerveaux sont à nouveau incubés pendant une 

heure dans une so

dans du une solution de PBS-T, les cerveaux sont prêts à être montés entre lame et lamelle 

dans une goutte de Vectasheild (Vector Laboratories, USA). 
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Figure 115 : La technique du CRISPR-Cas9. (A). Représentation schématique du sgRNA. Une séquence 

tracRNA. Les deux forment le sgRNA. (B). (C). omplexe 

est un motif de 

reconnaissance pour la Cas9. La formation de ce complexe entraine une coupure spécifique au niveau de la 

séquence cible. (D). Résultats de la cassure double brin. Deux mécanismes de réparation peuvent alors se 

produire : 1. Jonction des extrémités non homologues, aboutissant à une mutation du gène cible. 2. 

Recombinaison homologue  aboutissant à 
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7. CRISPR-Cas9 

Nous avons créé un nouvel allèle pour Appl

de la séquence codante. Afin de générer cet allèle nul, nous avons utilisé la technique du 

CRISPR-Cas9 (Port et al. 2014). Les cassures doubles-brins ont été induites par deux sg-RNA, 

-RNA ciblant les 

gène Appl ont été clonés dans un plasmide à double expression de sg-RNA, pCFD4 (Port et al. 

2014), en utilisant les oligonucléotides suivants : Appl- -pCFD4-FORWARD -TAT ATA GGA 

AAG ATA TCC GGG TGA ACT TC cct gtg cag caa agt gtt aa GTT TTA GAG CTA GAA ATA GCA AG-

Appl- -pCFD4- -ATT TTA ACT TGC TAT TTC TAG CTC TAA AAC aat atc ggg gct 

tag tcg cc GAC GTT AAA TTG AAA ATA GGT C-  à Appl sont en 

minuscule) comme décrit dans http://www.crisprflydesign.org/wp-

content/uploads/2014/06/Cloning-with-pCFD4.pdf. Le plasmide a été inséré dans le génome 

(en position 89E sur le chromosome 3), afin que les 2 sg-  

Appl a été confirmée par amorces 

suivants :  Applc1.4-FOR- -GAG CCA GAT ACA CAA GCA CA-   Applc1.4-REV- -GGC TTT GTT 

TAC TTC CTG GC-  ; Applc2.1 -FOR- -TCC TAC TAC GTT CCA CAA TC-  Applc2.1-REV- -TAA 

TGC CCA ACA TAT CCA AC-  
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SUMMARY

In vivo axon pathfinding mechanisms in the neuron-

dense brain remain relatively poorly characterized.

We study the Drosophila mushroom body (MB)

axons, whose a and b branches connect to different

brain areas. We show that the Ryk family WNT5

receptor, DRL (derailed), which is expressed in the

dorsomedial lineages, brain structure precursors

adjacent to the MBs, is required for MB a branch

axon guidance. DRL acts to capture and present

WNT5 to MB axons rather than transduce a WNT5

signal. DRL’s ectodomain must be cleaved and

shed to guide a axons. DRL-2, another Ryk, is

expressed within MB axons and functions as a repul-

sive WNT5 signaling receptor. Finally, our biochem-

ical data support the existence of a ternary complex

composed of the cleaved DRL ectodomain, WNT5,

and DRL-2. Thus, the interaction of MB-extrinsic

and -intrinsic Ryks via their common ligand acts to

guide MB a axons.

INTRODUCTION

The mushroom bodies (MBs) are structures in the insect brain

implicated in learning and memory (reviewed in Heisenberg,

2003). Each MB arises from four neuroblasts, which give rise

sequentially to three types of neurons: g neurons (late embryonic

and early larval stage), a0b0 neurons (late larval stage), and ab

neurons (pupal stage). Each ab neuron projects an axon that

branches to send an a branch dorsally, which contributes to

the formation of the a lobe, and a b branch medially, which con-

tributes to the formation of the b lobe (Lee et al., 1999). The a lobe

plays specific roles in long-term aversive memory in the

Drosophila adult brain (Pascual and Préat, 2001; Yu et al.,

2006). Different guidance cues are likely required for the a and

b branches. For instance, mutations in the Eph and Hiw genes

result in specific effects on a branch versus b branch guidance,

respectively (Boyle et al., 2006; Shin and DiAntonio, 2011). The

drl gene encodes a receptor tyrosine kinase-related protein,

which plays roles with its ligand WNT5 in MB development and

was first isolated on its role in olfactory memory (Dura et al.,

1993; Grillenzoni et al., 2007).

drl’s first described role in axon guidance was axon commis-

sure choice in the embryonic nerve cord (Bonkowsky et al.,

1999; Callahan et al., 1995; Yoshikawa et al., 2003). Each ventral

nerve cord segment has two commissures, one anterior and one

posterior, where the axons that project contra-laterally cross the

midline. The drl+-expressing neurons send their axons in the

anterior commissure because of the presence of WNT5, a repul-

sive ligand, in the posterior commissure. Here, we report that drl

is required during brain development for MB a branch guidance,

but a lack of DRL does not affect branching of the ab axons. We

confirm our previous report (Grillenzoni et al., 2007) that drl is

neither expressed nor required within the ab neurons and

demonstrate that, rather, it is expressed by a neural cell lineage

adjacent to, but distinct from, the extending MB axons. Interest-

ingly, DRL’s cytoplasmic domain, and hence its intracellular

signaling activity, is not required for correct a axon guidance.

However, the cytoplasmic domain of another Ryk, DRL-2, which

is expressed by MB neurons, is required for a axon guidance

indicating that it acts as an MB axon-intrinsic WNT5 receptor.

Furthermore, we demonstrate that DRL’s conserved putative

tetrabasic cleavage (TBC) site, whose cleavage results in the

extracellular shedding of DRL’s Wnt-binding domain, is required

for MB axon guidance. Finally, we find that the shed DRL extra-

cellular domain forms a complex, via WNT5, with transmem-

brane DRL-2. Our data indicate a mechanism regulating Wnt

signaling where a shed extrinsic receptor serves to guide brain

axons.

RESULTS

a Axons Are Misguided in drl and Wnt5 Mutants

Here, we show that drl is required for appropriate MB a axon

guidance. By examining visualization mosaic analysis with a

repressible cell marker (MARCM; Lee and Luo, 1999) MB

neuron clones in the drlnull mutant brain, we found that branch-

ing of the a and b branch axons occurs normally but that a

axons extend inappropriately along the medial trajectory and
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display aberrant midline crossing (Figures 1A and 1B). Notably,

the separation angle between the wild-type (WT) a and b axon

branches is still observed in drl mutants (WT: 118.4� ± 5.7�; drl:

128.1� ± 16.6�; p = 0.60, t test; results are means ± SEM with

n = 5 in each case), indicating that initial appropriate separa-

Figure 1. DRL, WNT5, and DRL-2 Are

Required for MB a Branch Guidance

(A) A single ab neuron clone in a wild-type (WT)

brain.

(B) A single ab neuron clone in a drlnull brain dis-

playing a misguidance and inappropriate midline

(dotted line) crossing of both the a (yellow arrow-

head) and b (pink arrowhead) axons.

(C and D) Neuron clones in drlhypo individuals

reveal the uncoupling of the a-misguidance and

midline crossing phenotypes.

(E and F) Neuron clones inWnt5null (E) and Drl-2null

(F) brains display amisguidance. In all images, the

white arrow indicates the ab branch point and the

white arrowhead indicates the peduncle.

(G) Quantitation of the penetrance of the a

misguidance phenotype in the different mutant

and control neuron clones. n = number of clones

analyzed. See genotypes and other details in

Supplemental Information for Figure 1.

(H) Schematic representation of an ab neuron in

the context of the MB lobes.

See also Figures S1 and S2 and Tables S1 and S2.

tion between the branches occurs. We

observed abnormal midline crossing

previously in drlnull mutant MBs (Grillen-

zoni et al., 2007). These two defects, a

axon misguidance and midline crossing,

are independent, since we found one or

the other in drl hypomorphs (drlhypo; an

incomplete loss-of-function allele) (Fig-

ures 1C and 1D; Table S1). In this study,

we focus on a axons, since their trajec-

tory, and not that of the b’s, is altered in

the drl mutant. We scored for axon

growth defects where the axon stops

soon after the branching point. Notably,

we did not observe a axon growth de-

fects in the 36 single- and two-neuron-

null clones analyzed, but 35 out of these

36 clones (97%) displayed a misguid-

ance (Figure 1G; Table S2). These re-

sults demonstrate that the drl receptor

is required for MB a axon guidance. ab

axons extend individually and asynchro-

nously from newly born ab neurons,

which are derived from continuously

dividing neuroblasts for most of the pu-

pal stage (circa 5 days at 25�C). a

axon misguidance was observed in

drlnull animals as soon the adult ab

axons can be visualized with a specific

pioneer ab GAL4 line (c708a-GAL4;

Zhu et al., 2006) (data not shown). The c708a-GAL4 was not

expressed strongly enough in the early pupae to visualize the

pioneer ab at that stage, but the misguidance observed in

the adult brain likely reflects earlier guidance errors in the

developing brain.
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The WNT5 protein acts as a repulsive axon guidance ligand

for the DRL receptor in the embryonic central nervous system

(CNS) (Yoshikawa et al., 2003) and is involved in MB develop-

ment (Grillenzoni et al., 2007). Thus, we evaluated the effects

of the loss of Wnt5 on a axon guidance in the MBs. The anal-

ysis of Wnt5 mutant brains with c739-GAL4 line (Figure S1) re-

vealed absence of a lobe (�30% of the MBs), absence of a

and b lobe (�50% of the MBs), and WT MBs (�20%). If we

take into account only where a axons are affected, examina-

tion of visualization MARCM clones in Wnt5null brains revealed

misguidance in 60% of them (n = 20) (Figure 1E) while the

remainder had growth defects (Table S2), similar to what

was previously reported (Shimizu et al., 2011). Both a and b

guidance were also observed to be affected in the same neu-

rons (Figures S1E and S1H). Altogether, 51% of the Wnt5null

clones (n = 47) displayed a axon misguidance (Figure 1G; Ta-

ble S2), indicating that WNT5 is involved in a axon branch

guidance.

DRL is not detectably expressed within the MBs, nor does

UAS-drl expression driven by MB-specific GAL4 drivers rescue

the drlnull phenotype (Grillenzoni et al., 2007). DRL, therefore, is

unlikely to be an intrinsic a branch WNT5 receptor. To further

rule out the possibility that DRL expression is required within

the MBs, we used the MB247-GAL80 (MB-GAL80; Krashes

et al., 2007) transgene to suppress GAL4 activity in the MBs

while expressing drl in all neurons with elav-GAL4. Expression

of MB-GAL80 suppressed the GAL4-driven pan-neural expres-

sion of a mCD8-GFP (mGFP) reporter to undetectable levels

specifically only in the MBs both at 48 hr APF and in the adult

(data not shown), indicating its effectiveness. Pan-neural

expression of UAS-drl in all non-MB neurons rescued the drlnull

mutant MB phenotype to the same extent as when drl was ex-

pressed in all neurons (Figure 2A). Thus, DRL is required

outside of, not within, the MB axons to ensure correct a branch

guidance.

DRL-2 Acts as an MB-Intrinsic Signaling Receptor

for a Guidance

What is the intrinsic MB receptor that interacts with the WNT5

ligand to guide a axons? DRL-2 and DNT (doughnut) are the

two other Drosophila Ryks (Fradkin et al., 2010) and therefore

represented plausible candidates. Homozygous dntnull mutants

(Lahaye et al., 2012) did not display any MB phenotype (data

not shown). Conversely, Drl-2null mutant neurons displayed a

axon misguidance (Figure 1F). The analysis of Drl-2 mutant

brains with c739-GAL4 line (Figure S2) revealed absence of a

lobe (�60% of the MBs) as well as WT MBs (�35%). Altogether,

51% (n = 74) of the Drl-2null visualization MARCM clones dis-

played a misguidance (Figure 1G; Table S2). If we take into

account only where a axons are affected, examination of visual-

izationMARCMclones inDrl-2null brains revealed that amisguid-

ance occurred in 90% of them (n = 41) while the other 10% ex-

hibited growth defects (Figure S2; Table S2). Strikingly, Drl-2

acts non-cell-autonomously in Drl-2�/� regular MARCM ab MB

neuroblast clones in otherwise Drl-2 heterozygous animals.

These clones displayed WT a guidance (data not shown). Similar

non-cell-autonomous Wnt/planar cell polarity-mediated MB

axon branch extension defects were previously described for

the membrane receptors frizzled and strabismus (Ng, 2012; Shi-

mizu et al., 2011). Protein perdurance could be an alternative

explanation of the absence of mutant phenotype displayed by

Drl-2 regular MARCM clones. Nevertheless, two pieces of data

strongly argue against the perdurance of DRL-2. First, the neuro-

blast clones are induced in L1, days before the birth of the ab

neurons. Second, the DRL-2 protein seems to be actively

degraded (Figure S3). It is likely that mutant axons surrounded

by WT axons correctly pathfind by other mechanisms probably

involving axon-axon interactions. Nevertheless, mutant rescue

experiments with specific MB GAL4 lines led to the notion of

MB autonomy for thesemembrane receptors (Ng, 2012; Shimizu

et al., 2011). Importantly, we were able to rescue Drl-2null a

Figure 2. DRL and DRL-2 Interact with WNT5 and Are Required to Guide a Branch Axons

(A) Rescue of the drlnull mutant phenotype by pan-neural expression of UAS-drl WT driven by elav-GAL4 (purple) versus expression of UAS-drl WT in all non-MB

neurons in the elav-GAL4; MB-GAL80 background (orange).

(B) Rescue of theDrl-2nullmutant phenotype byUAS-Drl-2, but not byUAS-Drl-2Dcyto, driven by the ab-specific c739-GAL4 driver (green). Rescue ofDrl-2null by

UAS-Drl-2 driven in all neurons by elav-GAL4 (purple), but not in all non-MB neurons, by elav-GAL4;MB-GAL80 (orange). c739-GAL4MB-GAL80 failed to rescue

the Drl-2null MB phenotype when associated with a UAS-Drl-2 transgene by inhibiting MB GAL4 expression from c739-GAL4 (red).

(C) drl, Drl-2 andWnt5 genetically interact during a branch guidance. For all panels, n = number of MBs analyzed and ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05, and N.S.

indicates not statistically different by c2 test.

See genotypes and other information in Supplemental Information for Figure 2.

See also Figures S3 and S4.

Cell Reports 11, 1293–1304, May 26, 2015 ª2015 The Authors 1295



misguidance by expressing a UAS-Drl-2 transgene under the

control of the MB ab neuron-specific c739-GAL4 driver (Aso

et al., 2009), but not by expressing Drl-2 in all non-MB neurons

or by inhibiting MB GAL4 expression from c739-GAL4 by

expression of GAL80 in the MBs (Figure 2B). Also, 201Y-GAL4

as well as c305a-GAL4, strongly expressed into the g and a0b0,

neurons respectively (Aso et al., 2009), failed to rescue the Drl-

2-null a misguidance phenotype when associated with a UAS-

Drl-2 transgene (data not shown). These results indicate that

Drl-2 plays an MB-autonomous role in a branch guidance. This

MB axon-specific rescue supports our conclusion that Drl-2 is

an MB axon-intrinsic receptor involved in a guidance.

Does DRL-2 transduce an intracellular signal in theMB axons?

We generated a UAS-Drl-2Dcyto transgene, and it failed to

rescue the loss of the a lobe, indicating that DRL-2 likely trans-

duces the WNT5 signal in MB axons (Figure 2B). Supporting

our identification of DRL-2 as an MB-intrinsic WNT5 receptor,

DRL-2 protein was detected in the growing a branch at 48 hr af-

ter puparium formation (APF) in WT, but not in Drl-2null mutant,

brains (Figure S3). No apparent difference in the levels of

DRL-2 between the a and b branches was detected, making it

unlikely that DRL-2 localization determines why the b axon tra-

jectories are unaffected in the Drl-2null mutant background. We

then determined whether DRL-2 interacts with WNT5. Epitope-

tagged DRL-2 bound WNT5, while DRL-2 lacking its Wnt-bind-

ing WIF domain did not, indicating that DRL-2 binds WNT5 via

its WIF domain (Figure S4). Therefore, we performed further

genetic experiments to determine whether Wnt5 interacts with

Drl-2 to guide a axons.

Drl-2,Wnt5, and drl Interact Genetically during aBranch

Guidance

Next, we examined whether DRL-2 could act as an axon-

repulsing WNT5 receptor in another context. Ectopic expression

of WT drl, under control of the eg-GAL4 driver, in Drosophila em-

bryonic posterior commissure (PC) axons, which normally do not

express DRL, causes them to cross in the adjacent anterior

commissure due to their repulsion by WNT5, which is predomi-

nantly expressed by PC neurons (Bonkowsky et al., 1999). We

found that expression of two copies of UAS-Drl-2 driven by

eg-GAL4 resulted in >95% axon commissure switching (Fig-

ure S4) in the WT background. DRL-2-dependent switching

was essentially completely suppressed by the absence of

WNT5. Together, these results indicate that DRL-2 can act as

a WNT5 axon-repulsing guidance receptor. We conclude that

DRL-2 is likely an intrinsic MB receptor, which mediates a repul-

sive WNT5 signal required for a axon guidance.

Do Wnt5, Drl-2, and drl genetically interact during a branch

guidance? We were not able to detect genetic interactions,

even in the triple-heterozygous condition (Wnt5+/�; drl+/�

Drl-2+/� 100% WT MBs, n = 102). Nevertheless, we noticed

that when Wnt5 was strongly overexpressed in the MBs, a

modest but significant fraction (<10%) of the MBs showed a

lobe misguidance (Figure 2C). The simplest interpretation for

this phenotype could be that an excess of WNT5 emanating

from the MBs is binding to DRL-2 receptor but does not provide

a guidance cue, because it is not bound and localized by extrinsic

DRL (see below). Thus, the amount of available DRL-2 receptor

would be decreased. In this situation, reducing the amount of

DRL would further increase the amount of free WNT5, and

reducing the dose of Drl-2 will further decrease the amount of

available DRL-2. Indeed, when drl or Drl-2 is heterozygous

(drl�/+ or Drl-2�/+) in the WNT5-overexpressing background, a

misguidance significantly increased relative to the controls (Fig-

ure 2C). Finally, we observed a dramatic increase in a misguid-

ance in drl�/+; Drl-2�/+ brains overexpressing WNT5 (Figure 2C),

indicating that drl, Wnt5, and Drl-2 interact to guide a axons.

DRL Is Expressed by the Lineages Giving Rise to the

Central Complex and Localizes WNT5

Where is DRL expression required to control a axon guidance?

We tested a number of brain GAL4 drivers, which do not express

in the MBs, for their ability to rescue the drlnull phenotype (data

not shown). We identified Distalless (Dll)-GAL4, which is ex-

pressed in the dorsomedial (DM) lineages in the postembryonic

brain (Izergina et al., 2009). DM neuroblast lineages contribute

to the developing central complex, but not the MB (Bayraktar

et al., 2010; Izergina et al., 2009). Indeed, we did not observe

Dll-GAL4 expression in the developing MBs from the third-instar

larval to adult stages (data not shown; Figure S5), confirming

previous reports. At the third-instar larval stage, DRL is ex-

pressed in six large groups of cells at the DMmargins of the brain

hemispheres (Figure 3A). Upon double labeling brains express-

ing mGFP driven by Dll-GAL4 with anti-GFP and anti-DRL, we

observed colocalization of DRL and GFP in these cells (Fig-

ure 3B). Expression of DRL in the DM lineages rescued the drlnull

phenotype (Figures 3C–3E). The spatial relationship between the

Dll-GAL4 neurons and the MBs was studied from 0 hr to 48 hr

APF and revealed a close proximity of the Dll-GAL-expressing

neurons and the developing MBs (Figure S5). Expression of

DRL lacking its cytoplasmic domain (UAS-drlDcyto), but not

DRL lacking its Wnt-binding WIF domain (UAS-drlDWIF), in all

non-MB neurons rescued the mutant phenotype to the same

extent as the UAS-drl WT (Figure 3F). Therefore, although DRL

must bind WNT5 to act, signaling through DRL is not required

for a branch guidance. DRL’s expression in the cells surrounding

the MBs at 24 hr APF, but not in them (Figures 3G and 3H), is

consistent with an MB-extrinsic role for DRL in a axon guidance.

Does extrinsic DRL act to properly localize WNT5 to guide a

axons? WNT5 is broadly expressed in the developing brain,

but a clear WNT5-free channel is present at the level of the a

MB lobes (Shimizu et al., 2011). We found that WNT5 was mis-

expressed in this region in drlnull brains as early as 24 hr APF (Fig-

ure 4). This result indicates that WNT5 distribution in the brain is

controlled, at least in part, by the DRL receptor. WNT5 expres-

sion appeared globally increased in the drlmutant brain. Indeed,

Wnt5 transcript levels, quantitated by qRT-PCR of third-instar

brain RNA, were increased 1.5-fold in drl mutant brains relative

to controls (data not shown). Therefore, in the developing brain,

DRL acts to regulate Wnt5 mRNA levels in addition to its role in

localizing the WNT5 protein.

Cleavage and Release of DRL’s Ectodomain Is Required

for a Branch Guidance

DRL’s extracellular domain (ECD) was detected at 48 hr APF on

the tips of the MB lobes (Figures 5A–5F). Interestingly, DRL was
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found at significantly higher levels at the a lobe tip than at the b

lobe tip (Figure 5G). This is the only clear molecular difference

between the a and the b lobes thus far reported and might be

Figure 3. DRL Is Expressed in the Dorsome-

dial Lineages, Precursors of the Central

Complex

(A) DRL (magenta) is expressed in six large groups

of cells at the DM margins of the third-instar brain

hemispheres (dotted outlines).

(B) These cells are identified as DM lineage neu-

rons by co-localization of DRL and GFP in brains

expressing mGFP (green) driven by Dll-GAL4.

(C and D) Anti-FASII staining (magenta) reveals the

absence of the a lobes in a drlnull brain (C), which is

rescued by expression of UAS-drl WT driven by

Dll-GAL4 (green; D).

(E) Quantitation of a lobe rescue by Dll-GAL4

(blue).

(F) Quantitation of rescue of the drlnull phenotype

by drl WT, drl Dcyto, or Drl-2, but not by drl DWIF

or dnt. All constructs are driven by elav-GAL4;MB-

GAL80 (orange). n = number of MBs analyzed.

***p < 0.001 (c2 test).

(G and H) 24-hr-APF WT brains. DRL (magenta) is

expressed around, but not in (white arrowhead),

the FASII-positive a branch (green).

See genotypes and details in Supplemental Infor-

mation for Figure 3.

See also Figure S5.

relevant to the drl mutant phenotype

when only the a trajectory is affected.

Importantly, the intracellular domain of

DRL tagged by a C-terminal MYC epitope

tag was not found at the tip of the WT a

lobe when aUAS-drl-WT-MYC transgene

was overexpressed in the DM lineages

(Figure 6), indicating that the cytoplasmic

domain of DRL is not localized to the a

lobe tip. Thus we conclude that the DRL

species present at the a lobe tip consists

of only the Wnt-binding ECD.

Since drl expression is not required in

the MBs, yet the DRL ECD was localized

to theMB lobe tips, we tested the hypoth-

esis that DRL’s ECD is released by prote-

olysis and shed from expressing cells to

guide a axons. DRL has a putative tetra-

basic cleavage (TBC) site whose cleav-

age would result in the extracellular shed-

ding of DRL’s ECD bearing the intact

Wnt-binding domain. We mutated the

TBC site (KRKK > AAAA) to generate a

UAS-drlDTBC transgene. Although one

copy of WT transgene strongly rescued,

even two copies of the UAS-drlDTBC

transgene failed to rescue the drlnull a

lobe misguidance phenotype (see Fig-

ures 5H and S6 for the sub-cellular spec-

ificity ofUAS-drlDTBC transgene expression). We also observed

that DRL ECD displayed limited diffusion throughout the brain

when the TBC site was mutated (Figure S7), further supporting
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the hypothesis that DRL’s ECD is released by cleavage at the

TBC site. Finally, anti-MYC immunoblot analyses of third-instar

brains expressing either DRL-WT-MYC or DRL-DTBC-MYC re-

vealed the presence of a MYC-tagged species corresponding

in size to the expected intracellular cleavage product only from

animals expressing wild-type DRL (Figure S7I). This further rein-

forces the likelihood that DRL is cleaved at the TBC site in vivo.

The DRL ECD Forms a WNT5-Dependent Complex

with DRL-2

WNT5 is enriched at the tips of the lobes in the 48-hr-APF MBs

(Shimizu et al., 2011) (data not shown). The presence of both

WNT5 and DRL’s ECD at the tips of the 48-hr-APF a lobes raised

the question as to whether the DRL’s ECD might form a ternary

complex with WNT5 and the MB-intrinsic DRL-2. To investigate

this possibility, we transfected Schneider S2 cells with DRL-2

and WNT5 expression constructs. After 48 hr, cells were har-

vested, washed, and resuspended in serum-free media in the

presence of soluble Fc-DRL-ECD, to mimic the DRL ECD spe-

cies liberated by cleavage at the TBC site, or control human

immunoglobulin G (IgG). Fc-containing complexes were

captured on protein A agarose, washed, and subjected to

SDS-PAGE and immunoblotting for DRL-2. We found that the

Fc-DRL-ECD precipitated DRL-2 only when WNT5 was also ex-

pressed (Figure 7). We conclude that DRL’s ECD interacts with

DRL-2 in a WNT5-dependent manner.

DISCUSSION

Here, we have shown that the WT guidance of the MB a axons

results from an interplay between twoDrosophila Ryks. DRL, ex-

pressed outside of but near theMBs, interacts with DRL-2, which

is expressed on MB axons, via their common ligand, WNT5.

These interactions among DRL, WNT5, and DRL-2 during a

axon guidance contrast with those described for the patterning

of the antennal lobes (ALs). DRL in the ALs likely sequesters

WNT5 and prevents it from signaling through DRL-2 (Sakurai

et al., 2009; Yao et al., 2007). Loss-of-function alleles of all three

genes display MB a-axon misguidance, indicating that these

proteins, in contrast to their roles in the ALs, act together, rather

than antagonistically, to guide a axons. Strikingly, while the

b-axon trajectories are unaffected in the drl and Drl-2 mutants,

these axons often fail to stop at the midline, indicating roles for

Figure 4. DRL Restricts WNT5 Expression in the Brain

(A, B, E, and F) Wild-type (WT) 24-hr-APF (A and B) and 48-hr-APF brains

(E and F) stained with anti-WNT5 (green) and anti-FASII (magenta) revealed a

WNT5-free channel at the level of the a MB lobes. At 48 hr APF, WNT5 is

expressed within the MB lobes, but the channel was still apparent.

(C, D, G, and H) drlnull 24-hr-APF (C and D) and 48-hr-APF brains (G and H)

whereWNT5 wasmis-expressed in the channel region. The confocal laser and

acquisition and processing settings were the same for the WT and mutant.

At 24 hr APF, six MBs were analyzed in both cases (WT and drlnull), with zero

mutant and six WTMBs for WT and four mutant and twoWT for drlnull. At 48 hr

APF, six MBs were analyzed for WT and 12 MBs for drlnull, with 0 mutant and 6

WT MBs for WT and 10 mutant and 2 WT for drlnull. Genotypes: (WT) w1118/

y w67c23 (24 hr APF), w1118 (48 hr APF). (drlnull) w1118 /w1118 ; lio2/drlR343. Scale

bars represent 20 mm. Images are single confocal sections.
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Figure 5. DRL Is Present at the Tips of the MB Lobes, and

DRL’s TBC Site Is Required to Rescue the Mutant Pheno-

type

(A–F) c739-GAL4 UAS-mCD8GFP 48-hr-APF brain. DRL

(magenta), detected with an antibody recognizing the ECD, is

present at the tip (arrowheads) of the MB lobes (GFP in green). (A

and B) 40 confocal sections. (C–F) 1 confocal section.

(G) Quantitation of the intensity of the DRL signal, normalized to

that of GFP, in arbitrary units (A.U.). Results are means ± SEM,

n = 5 MBs analyzed. DRL was present significantly more at the a

lobe tip than at the b lobe tip. **p < 0.01 (paired t test).

(H) DRL’s TBC site is required for MB-extrinsic guidance of the a

lobe. n = number of MBs analyzed. ***p < 0.001; NS, not statisti-

cally different (c2 test).

See genotypes and details in Supplemental Information for

Figure 5.
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DRL and DRL-2 in the cessation of b axon extension. Further

studies will be required to understand the control of b axon

extension and to identify the other mechanisms that guide

them medially.

We suggest that the DM lineage DRL expression domain in the

pupal brain surrounds the growing a MB lobe where transmem-

brane DRL captures WNT5 and limits its diffusion. Supporting

this is our observation that WNT5 invades this region in the

absence of DRL. DRL-bound WNT5 repulses the extending

DRL-2-expressing a axon growth cones, preventing their medial

migration, thus causing them to navigate dorsally. Our observa-

tion that DRL’s TBC site is required for a axon guidance indicates

a likely need for DRL’s ECD to be shed to effect a axon guidance.

We cannot visualize the DRL ECD/WNT5 complex on single

growing neurons but the presence of DRL ECD and WNT5 at

the tips of the a branch axons at 48 hr APF of MB development

likely reflects the history of the a axon growth cone interaction

with the DRL ECD/WNT5 complex. The continued presence of

this complex at the a lobe tip raises the interesting question as

to whether this complex stably modulates DRL-2 signaling.

Resolving this question will require the identification of MB

signaling pathway members downstream of DRL-2.

The role of axon guidance receptor guiding axons in which it is

not expressed is not unprecedented. In Drosophila, the frazzled

(fra) receptor guides specific embryonic CNS axons and lamina

layer-specific targeting of photoreceptor axons by controlling

the distribution of its ligand, Netrin (Hiramoto et al., 2000; Timo-

feev et al., 2012). The embryonic axons apparently employ an

unidentified intrinsic receptor that is not FRA (Hiramoto et al.,

2000), while the Netrin receptor expressed by the incoming

Figure 6. The Cleaved DRL ECD Is Present at the Tip of the MB a Lobe

(A) Schematic representation of the DRL ECD and intracellular domain recognized by the anti-DRL and anti-MYC antibody, respectively.

(B–G) All images shown are of 48-hr-APF UAS-mCD8GFP Dll-GAL4 brains. Green represents Dll-GAL4-driven GFP, red indicates anti-DRL and magenta anti-

MYC. The DRL ECD, revealed by the anti-DRL antibody (red), was found at the tip of the MB a lobe (dotted circle in D, E, and G). The intracellular domain of DRL

tagged by a carboxy-terminal MYC epitope tag (magenta) was not found at the tip of the a lobe when a UAS-drl-WT-MYC transgene was overexpressed under

Dll-GAL4 driver control (dotted circle in C and F). Thus, we conclude that the DRL species present at the a lobe tip consists of only the Wnt-binding ECD.

Genotype: UAS-drl WT-MYC/y w67c23; UAS-mCD8GFP Dll-GAL4 /+. Scale bars represent 20 mm. Images are single confocal sections.

See also Figures S6 and S7.
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photoreceptor is FRA itself (Timofeev et al., 2012). Unlike DRL,

FRA at the lamina target site requires its cytoplasmic domain

for its own proper localization and function in localizing Netrin

(Hiramoto et al., 2000). No evidence that FRA needs to be

proteolytically processed for its roles in either tissue has been

presented. Strikingly, a recent report of the structure of Netrin

complexed with two of its receptors revealed that Netrin has

two distinct receptor binding sites (Xu et al., 2014). Wnt protein

binding has been shown to oligomerize the Frizzled and LRP

co-receptors expressed on the same cell surface, likely by bind-

ing to both receptors (Cong et al., 2004). Existing biochemical

and structural data, however, do not explicitly address whether

monomeric Wnt proteins can simultaneously bind to two recep-

tors, as does Netrin, or whether Wnts act in complexes contain-

ing multiple Wnt proteins, such as aggregates, or by being

displayed on the surface of exosomes (Beckett et al., 2013;

Gross et al., 2012). We described here a ligand-dependent trans

interaction between two Wnt receptors, DRL and DRL-2, on

different cells.

The regulation of axon guidance receptors by proteolytic pro-

cessing has also been documented for several axon guidance

molecules, although in most cases only in vitro data are available

(reviewed in (Bashaw and Klein, 2010)). Extracellular domains of

transmembrane proteins, including cell surface signaling recep-

tors, are often shed by regulated intramembrane proteolysis

(reviewed in Brown et al., 2000) to effect extracellular roles or

simply as a byproduct of a requirement to release the intracel-

lular domain. In most cases proteolytic processing triggers cyto-

plasmic signaling pathways. The interaction of membrane-

bound Ephrin ligand with the Eph receptor (Hattori et al., 2000)

provides an example of the role of a ligand-bound extracellular

domain superficially similar to that of WNT5/DRL ECD. Regu-

lated proteolytic cleavage of the membrane-bound ligand en-

hances growth cone retraction. A more recent study of the role

of EphA4 receptor cleavage during spinal motor neuron guid-

ance demonstrated that EphA4 cleavage in the mesenchymal

target is required to allow the target-derived ephrinA ligand to

interact with EphA4 present on the axon (Gatto et al., 2014).

Cleavage-resistant EphA4 sequesters target-derived ephrinA

preventing it from repulsing the axon. In contrast, our data sup-

port amodel whereWNT5-binding and cleavage of the DRL ECD

is required to facilitate WNT5 signaling through DRL-2. Another

clear difference between Eph and DRL mechanisms is that, un-

like ephrin, WNT5 is a secreted non-membrane-bound protein.

Finally, we have demonstrated that ligand localization and

ectodomain shedding are necessary for DRL’s role in a axon

guidance.

The DRL ECD may act similarly to the secreted Wnt-binding

signaling modulators such as the sFRPs (secreted Frizzled-

related proteins) and Dickkopf proteins (reviewed in Cruciat

and Niehrs, 2013). However, the difference between WNT5

bound to membrane-anchored DRL versus to a secreted Wnt-

modulatory protein is the specificity of their spatial localization.

DRL-bound WNT5 could provide a localized repulsive cue to

guide axons, while it is unlikely that a widely expressed, freely

diffusing, secreted protein could provide a directional signal. Is

this axon guidance mechanism conserved? Drosophila ex-

presses three Ryks, whereas all other higher eukaryotes express

only one. Our finding that drl can rescue the Drl-2mutant pheno-

type when expressed in MB neurons (data not shown) indicates

that a single Ryk expressed in axons and structures adjacent to

them would suffice to guide them. This is further supported by

the invariant conservation of the TBC site in all Ryks. Strikingly,

DRL’s TBC site is also required for its role during embryonic

Figure 7. The DRL ECD Forms a WNT5-Dependent Complex with Transmembrane DRL-2

(A) Immunoblots of whole-cell extracts (WCE).

(B and C) Immunoblots of the Fc immunoprecipitations.

S2 cells were transfected with the indicated expression constructs. 48 hr post-transfection, cells were washed and transferred to serum-free media containing

either Fc-DRL ECD or control human IgG. Fc-containing complexes were captured on protein A beads and washed, and proteins were analyzed by SDS-PAGE

and immunoblot with anti-WNT5 and anti-HA antibodies to detect co-immunoprecipitatingWNT5 and DRL-2, respectively. DRL-2 precipitated with the DRL ECD

only in the presence ofWNT5, indicating that these proteins form a ternary complex. The bands in the human IgG immunoprecipitations on the lower two blots are

non-specific, as evidenced by their presence in all three samples. The data shown are representative of three experiments.
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pathfinding (Petrova et al., 2013) where its cytoplasmic domain,

and hence likely signal transduction, is required (Petrova et al.,

2013; Yoshikawa et al., 2001). This indicates that cleavage at

the juxtamembrane site, likely in addition to an intramembrane

cleavage, is possibly necessary for receptor endocytosis or

freeing the intracellular domain for transport to the nucleus, the

latter having been reported for mammalian Ryk (Lyu et al., 2008).

In both the Drosophila embryonic nerve cord and in the devel-

oping MBs, localized WNT5 acts as a Ryk guidance cue. WNT5

localization is, however, achieved by two different mechanisms.

During embryogenesis, WNT5 is preferentially expressed by

posterior commissural neurons, since DRL repressesWnt5 tran-

scription in anterior commissural neurons (Fradkin et al., 2004).

In the MBs, we have shown that WNT5 is localized in a para-

MB pattern via the interaction of WNT5 with extrinsic DRL. We

also demonstrated that the DRL ECD is shed and forms a ternary

complex with WNT5 and the axon-intrinsic DRL-2 receptor. The

capture and localization of a widely expressed ligand to the sur-

faces of cells nearby axons to guide those axons, as well as the

formation of a ternary complex by a shed ECD, the ligand, and an

axon-intrinsic receptor, may likely prove to be conserved devel-

opmental strategies.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Drosophila Stocks

All crosses were maintained on standard culture medium at 25�C. The

following alleles were used: lio2, drlR343,Wnt5400, and Drl-2E124. Except where

otherwise stated, all alleles have been described previously (http://flystocks.

bio.indiana.edu/). To examine the effects of homozygosity for drlnull and for

Drl-2null, we generated lio2/drlR343 and Drl-2E124/ Df(2R)Exel8057 animals,

respectively, to minimize the effects of the genetic backgrounds of homozy-

gosity for the individual alleles.

Brain Dissection, MARCM Mosaic Analysis, and Visualization

Pupal Brain Dissection and Immunostaining

Brains were dissected and treated as previously described (Timofeev et al.,

2012). They were incubated in PBS with 0.5% Triton X-100 (PBT) and 5%

normal horse serum (blocking solution) at room temperature for 30 min, fol-

lowed by overnight incubation at 4�C with primary antibodies diluted in block-

ing solution. Brains were then washed three times in PBT for 20 min, followed

by 30 min in the blocking solution, and then addition of the secondary anti-

bodies with incubation for 2 hr at room temperature. Brains were then washed

in PBT for 2 hr and were mounted with Vectashield (Vector Laboratories). Rab-

bit anti-DRL, guinea pig anti-DRL-2, mouse anti-MYC, and rabbit anti-WNT5

were pre-absorbed with 10 y w67c23 heads and thoraxes in the blocking solu-

tion at the final dilution (1:2,000, 1:1,000, 1:1,000, and 1:150, respectively). The

pre-absorbed anti-DRL-2 was also pre-absorbed a second time using Drl-2null

mutant 48 hr APF brains. The following secondary antibodies were used at a

dilution of 1:500: anti-rabbit Cy3 (Jackson ImmunoResearch) and anti-guinea

pig Cy3 (Jackson ImmunoResearch). Anti-Fasciclin II (mAb 1D4 from DSHB)

was used at 1:50 dilution followed by anti-mouse Cy3 (Jackson ImmunoRe-

search) at a dilution of 1:300. For 24 hr and 48 hr APF anti-WNT5 immunostain-

ing, dissected brains were incubated with anti-WNT5 (1:150) in PBS at 4�C for

2 hr 30 min, washed in 13 PBS and fixed in PLP for 1 hr at room temperature,

then the protocol above was followed.

Adult Brain Dissection and Immunostaining

Fly heads and thoraxes were fixed for 1 hr in 3.7% formaldehyde in PBS.

Brains were dissected in PBS. They were then treated for immunostaining

as previously described (Boulanger et al., 2011; Lee and Luo, 1999). Primary

antibody used was anti-Fasciclin II (mAb 1D4 from DSHB) at 1:50 dilution fol-

lowed by anti-mouse Cy3 (Jackson ImmunoResearch) at 1:300.

Presence of a Lobes

An a lobe was considered as present when either an apparently complete WT

lobe (>80%of the cases) or thinner lobe (<20%of the cases), with an estimated

widthR40% of that of WT lobe width, was seen using Fiji software.

MARCM Clonal Analysis

To generate clones in the MB, we used the MARCM technique (Lee and Luo,

1999). For single- and two-cell clones, 48-hr-APF pupaewere heat-shocked at

37�C for 15min. For neuroblast clones, first-instar larvaewere heat-shocked at

37�C for 1 hr. Adult brains were fixed for 15 min in 3.7% formaldehyde in PBS

before dissection and staining. We used the term ‘‘visualization MARCM

clones’’ when homozygous mutant clones were examined in a homozygous

mutant background and ‘‘regular MARCM clones’’ when homozygous mutant

clones were examined in a heterozygous background.

Axon Commissure Switching Assay

The assay was performed essentially as described previously (Callahan et al.,

1995), except UAS-mCD8-GFP was included to allow visualization of the eg+

axons by staining with anti-GFP (Roche) and anti-CD8 (Life Sciences).

qRT-PCR

RNA from third-instar brains was prepared using RNAeasy (QIAGEN) accord-

ing to the manufacturer’s specifications and reversed transcribed using the

IScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). cDNA was amplified on a CFX384

Real Time PCR System (Bio-Rad) using Power SYBR Green PCR Master

Mix (Applied Biosystems) and intron-spanning primers hybridizing to the

Wnt5 gene and RP49 control. Wnt5 RNA levels are reported in arbitrary units

normalized to RP49 levels.

Microscopy and Image Processing

Images were acquired at room temperature using a Zeiss LSM 780 laser scan-

ning confocal microscope (MRI Platform, Institute of Human Genetics, Mont-

pellier, France) equipped with a 403 PLAN apochromatic 1.3 oil-immersion

differential interference contrast objective lens. The immersion oil used was

Immersol 518F. The acquisition software used was Zen 2011. Contrast and

relative intensities of the green (GFP) and magenta (Cy3) channels were pro-

cessed with Imaris and Fiji software. The angles between a and b axon

branches were measured using the angle tool of Fiji software.

Constructs, Transgenic Flies, Transfections, Immunoprecipitation,

and Immunoblotting

Hemagglutinin (HA)-tagged actin promoter-driven WT Drl-2 and Drl-2 lacking

its WIF domain (DWIF) and MYC-tagged UAS WT drl and Drl-2 and their

mutants lacking the cytoplasmic or WIF domain expression plasmids were

constructed by open reading frame (ORF) PCR, oligonucleotide-mediated

mutagenesis and Gateway-mediated recombination (Invitrogen) into appro-

priate destination vectors (provided by T. Murphey; http://www.ciwemb.edu/

labs/murphy/Gateway%20vectors.html). Fc-DRL ECD was constructed by

appending DRL ECD-coding sequences in frame to the Fc ORF (kindly pro-

vided by John Thomas), and the fusion protein ORF was subsequently trans-

ferred into the pDEST10 baculovirus vector. Recombinant Fc-DRL ECD-ex-

pressing baculovirus were generated using the Bac-to-Bac system

(Invitrogen), and Fc-DRL-ECD protein was purified by protein A chromatog-

raphy from infected Sf9 cell culture supernatants. All constructs were verified

by DNA sequencing. S2 cell transfections were performed using Effectene (-

QIAGEN). MYC-tagged drl- and Drl-2 expressing transgenic fly lines (UASs)

were generated by BestGene and MYC expression-matched lines (DRL spe-

cies) and transgenes inserted into the same attP site (DRL-2) were subse-

quently used. Western blot analyses indicate that the UAS-drl (WT, Dcyto,

and DWIF) species are similarly expressed when driven by elav-GAL4 in the

third-instar larval brain. Lysates were prepared using a high-stringency buffer

(50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 150 mM sodium chloride, 1% NP40, 0.5% sodium

deoxycholate, 0.1% SDS, 0.2 mM sodium orthovanadate 10 mM sodium fluo-

ride, 5 mM sodium pyrophosphate, 0.4 mM EDTA, and 10% glycerol) contain-

ing protease inhibitors (Roche). For the immunoblot presented in Figure S7,

lysates were prepared from 10 L3 brains homogenized in 13 NuPAGE LDS

sample buffer (Invitrogen) containing 0.5 M DTT. Immunoprecipitations were
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performed using rabbit anti-HA (Abcam) and mouse anti-human Fc (Jackson

ImmunoResearch). Immunoblots, prepared by standard procedures, were

incubated with mouse anti-HA (Sigma), rabbit anti-WNT5 (Fradkin et al.,

2004), and mouse anti-MYC (DSHB). Anti–Drosophila ribosomal protein P3

(Kelley et al., 2000), kindly provided by M. Kelley and anti-mouse a-tubulin

(Sigma) were used to control for equivalent gel loading. Bound multiple-label

grade HRP-conjugated secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch)

were detected with enhanced ECL reagent (GE Healthcare).

Statistics

Comparison between groups expressing a qualitative variable was analyzed

for statistical significance using the c2 test. Comparison of two groups ex-

pressing a quantitative variable was analyzed using the two-tailed Student’s

t test. Comparison of the distribution of the ratios was analyzed using the

Wilcoxon rank sum test. Values of p < 0.05 were considered to be significant.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes additional information about Figures 1, 2,

3, and 5, seven figures, and two tables and can be found with this article online

at http://dx.doi.org/10.1016/j.celrep.2015.04.035.
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