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> Pourquoi possédons-nous deux bras de la méme
longueur ? Cette question simple renvoie a 'un
des domaines de la biologie du développement
qui tente de comprendre comment la croissance
de chaque organe est coordonnée pour former un
individu adulte bien proportionné. Des travaux
effectués chez la drosophile démontrent que
Dilp8, une hormone de la famille des insulines/
relaxines, et son récepteur Lgr3 jouent un role
crucial dans la coordination de la croissance
inter-organes et sont requis pour la stabilité
développementale. Plus récemment, nous avons
démontré que la voie Hippo, par le biais de son
effecteur transcriptionnel Yki (homologue des
facteurs YAP/TAZ chez les mammiféres), contrdle
les niveaux transcriptionnels de dilp8. Ce controle
de dilp8 par Yki constitue un pas en avant dans
notre compréhension du lien entre la croissance
autonome des tissus et la coordination inter-
organes. <

Notion de croissance

Les organes en développement coordonnent leur crois-
sance pour former des individus adultes bien propor-
tionnés. Ces mécanismes de coordination sont impor-
tants pour maintenir les proportions corporelles en cas
de perturbation de la croissance de 'un des organes.
Au cours du développement des organismes complexes,
la croissance est contrdlée a différents niveaux, de la
cellule a I'organisme entier (croissance systémique) en
passant par les organes et les tissus. La croissance est
définie par une augmentation de la masse d’un tissu
ou d’un organisme. Deux parametres majeurs la carac-
térisent et déterminent la taille finale d’un adulte. Le
premier est la durée de la période de croissance, temps
au cours duquel I’organisme grandit. Le deuxieme para-
metre est le taux (ou vitesse) de croissance de I'orga-
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nisme. La taille finale d’un organisme est intimement liée a la taille
des organes qui le composent. Au cours du développement, chaque
organe croit en fonction d’un programme intrinséque mais s’adapte
également aux autres organes/tissus et a I’environnement via des
mécanismes extrinséques.

De par la richesse de ses outils génétiques, la drosophile est un modele

de choix pour 'étude des mécanismes de contrdle .
(=») Voir les Nouvelles

de J. Colombani et al.,
m/s n° 2, février 2004,
page 141 ;m/s n° 3,

mars 2006, page 241 ;

de la croissance [1-4] (=¥). Cet insecte présente
une période de croissance restreinte aux stades
larvaires, tandis que I’adulte ne croit plus. La

signalisation insuline/|GF (insulin-like growth fac- /s n° 11, novembre

tor) contréle la croissance et le métabolisme des 2012, page 918

deux types tissulaires qui constituent la larve :

les tissus mitotiques, ou disques imaginaux!, dont les cellules croissent
en se divisant, et les tissus endoréplicatifs dont les cellules grossissent
sans se diviser. Pendant la métamorphose, la plupart des tissus endo-
réplicatifs sont histolysés au profit des tissus imaginaux qui se réorga-
nisent pour former les structures de I'adulte. La croissance des tissus
imaginaux constitue un excellent modéle pour la croissance tissulaire
en général. La plupart des genes contrdlant la croissance de ces tissus
présentent des homologues chez les mammiféeres, dont beaucoup sont
définis comme des oncogenes ou des geénes suppresseurs de tumeur [5].
Un acteur clé de la croissance est la signalisation insuline/IGF, qui est
fortement conservée entre vertébrés et insectes. Chez la drosophile,
les Dilp 1-7 (drosophila insulin-like peptides) portent & la fois les
fonctions métaboliques de Iinsuline et les fonctions de croissance des

! Chez la drosophile, les disques imaginaux d’aile sont des structures épithéliales spécialisées d’origine ectoder-
mique qui se forment a partir d’un primordium de 10 a 50 cellules chez 'embryon. Les cellules du disque proli-
ferent pendant le développement larvaire pour atteindre un nombre de 30 000 a 50 000 cellules a la transition
larvaire-pupale. Lors de la métamorphose, les disques sont remodelés pour former les appendices de 'adulte.
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Membre provenant

— d’un bourgeon transplanté

Figure 1. La taille des membres est génétiquement programmée chez la sala-
mandre. Un bourgeon de membre d’une grande espéce de salamandre (Ambys-
toma trigrinum) est transplanté sur un embryon d’une plus petite espece
(Ambystoma punctatum). Le membre transplanté grandit plus que les membres
de I’hdte, atteignant la taille qu’il aurait dd atteindre chez Ambystoma trigri-
num (© photographie de R.G. Harrison, 1969).

IGF vertébrés. L’étude des nombreux mutants de la voie du récepteur
de I'insuline chez la drosophile a clairement établi 'importance de ce
mécanisme hormonal dans le contrdle de la croissance et du métabo-
lisme en fonction des conditions environnementales [6].

La notion de contrdle de la taille des organes par des mécanismes
intrinséques provient d’expériences de transplantation de bourgeons
de membres entre des especes de salamandres du genre Ambystoma
de différentes tailles [7, 8]. Dans les années 1920, Harrison et al.
avaient déja montré que les bourgeons de membres provenant de deux
especes de taille différente et transplantés dans des receveurs se
développent en fonction de la taille d’origine du membre des donneurs
et non de celle des receveurs (Figure 1). Cette expérience indique que,
quel que soit I’environnement (facteurs circulants, tissus voisins) dans
I’organisme héte, le programme de croissance intrinséque au tissu
greffé est dominant. Ce type de contrdle autonome est aussi observé
chez la drosophile. €n 1985, Bryant et Lenvinson ont montré que des
disques imaginaux de larve encore immatures peuvent se développer
dans ’abdomen de femelles adultes (un environnement permissif pour
la croissance) et atteignent une taille similaire & celle observée a la
fin du développement larvaire. Cette expérience confirme I’existence
d’un mécanisme de détermination intrinseque de la taille des disques
chez la drosophile [9, 10].

Lorsque la croissance d’un organe est affectée par manipulation géné-
tique ou chirurgicale, ou par des variations développementales [11],
une croissance régénérative se met en place compensant la perte de
masse. U'organe [ésé induit également un retard de développement
lui permettant d’atteindre sa taille finale et affecte la croissance des
organes intacts, qui adaptent leur croissance a celle de I'organe [ésé.
Le cas de la croissance des organes pairs est trés intriguant. Quels
processus entrent en jeu pour permettre a deux organes pairs, en I’ab-
sence de tout contact physique, de posséder a la fin du développement
une taille remarquablement similaire ? Comment, lors d’une Iésion sur
I'un des organes pairs, I'organe contralatéral non lésé percoit-il la
lésion et s’adapte-t-il en ralentissant son développement ? Enfin, il
faut noter que les différents organes qui constituent le corps suivent
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des courbes de croissance différentes, en fonction des
principes d’allométrie qui permettent le respect des
proportions pour une espéce donnée [12]. La coordina-
tion de ces differents rythmes de croissance fait donc
appel a des contrdles a la fois spatiaux et temporels qui
sont encore largement inconnus.

Ces aspects physiologiques de la croissance posent
trois questions fondamentales. Comment un organe
mesure-t-il sa propre taille ? Comment la croissance
est-elle coordonnée entre les organes ? Quels sont les
mécanismes qui coordonnent la croissance des organes
et I’horloge développementale ?

Coordination de la croissance
avec le programme développemental

Chez la drosophile, une altération de la croissance du
disque imaginal d’aile par chirurgie ou par modifications
génétiques entraine un retard développemental [13-17].
Ce retard de développement a servi de point de départ
pour un crible génétique qui a permis I'identification du
géne codant pour Dilp8, une hormone peptidique de la
famille des insulines/relaxines, sécrétée par les tissus
dont la croissance est altérée [18]. Dilp8 agit au niveau
du systéme nerveux central ol sont produites les hor-
mones contrélant ’horloge développementale. Lorsqu’il
est induit, Dilp8 bloque la synthése de I’ecdysone (I’hor-
mone stéroide de mue), empéchant ainsi les larves de
progresser vers le stade pupal®. De cette facon, Dilp8
rallonge la période larvaire de croissance et permet au
tissu lésé d’effectuer une croissance réparatrice [18, 19].
La récente identification de Lgr3 (leucine-rich repeat G
protein-coupled receptor 3) comme récepteur de Dilp8
a permis de mieux comprendre son action. Lgr3 est un
récepteur couplé aux protéines G (GPCR), analogue &
la sous-famille des récepteurs des relaxines chez les
vertébrés. LUinactivation de Lgr3 par ARN interférent
(ARNi) permet de remédier au retard de développement
induit par la surexpression de Dilp8 [20]. Lgr3 est pré-
sent dans une sous-population de neurones dont deux
seulement sont requis pour I'induction du retard déve-
loppemental par Dilp8 (appelés growth coordinating
Lgr3-positive neurons ou neurones GCL). Les neurones
GCL semblent contréler les niveaux d’ecdysone par une
interaction physique avec des neurones intermédiaires
a PTTH (prothoracicotropic hormone)® qui projettent
leurs axones sur la glande en anneau, le site de produc-
tion de I’ecdysone [20-24].

? Le cycle de vie de la drosophile se divise en quatre phases durant lesquelles les
individus prennent des morphologies trés différentes : I'ceuf (stade embryonnaire),
la larve (stade larvaire), la pupe (stade pupal) et 'imago (stade adulte).

¥ PTTH est une hormone qui intervient dans la régulation et la production de I’ecdysone.



Dilp8 représente donc un cas particulier au sein de la famille des dro-
sophila insulin-like peptides. Contrairement aux autres Dilp (Dilpl-7),
qui promeuvent la croissance en induisant une signalisation via le
récepteur de I'insuline InR, Dilp8 inhibe la croissance via son récepteur
Lgr3. Cette signalisation particuliére impliquant Lgr3 explique le rdle
physiologique trés différent de Dilp8 et notamment son implication
dans la coordination de la croissance entres organes [6].

Coordination de la croissance
entre organes et robustesse développementale

Le maintien de la taille des différents organes en proportion avec la
taille finale de I’organisme est un processus développemental com-
plexe encore mal connu. Chez la drosophile, la réduction artificielle
du taux de croissance du disque imaginal d’aile ralentit la croissance
des autres disques [25]. Un apport d’ecdysone dans la nourriture des
larves bloque "ajustement des taux de croissance entre disques, sug-
gérant qu’'un réglage fin des taux circulants d’ecdysone est nécessaire
a cette coordination inter-organes [25-27]. Il semble que Dilp8 par-
ticipe également a cette coordination en activant la voie de la nitric
oxyde synthase (NOS) par le récepteur Lgr3 dans la glande en anneau
[28]. Si la baisse des niveaux systémiques d’ecdysone contribue a
ralentir la croissance des tissus non lésés, il reste cependant a com-
prendre par quel mécanisme les tissus |ésés eux-méme échappent a
cette inhibition de la croissance.

La coordination de croissance entre les organes est particulierement
précise dans le cas des organes pairs présen-
tant une symétrie bilatérale [29] (=P). Chez la
drosophile, la symétrie bilatérale des ailes est

(=?) Voir le Forum de
V. Debat, m/s n° 8-9,
aoiit-septembre 2016,

essentielle pour une bonne aptitude au vol. Des
page 774

événements de déviation par rapport a la symé-

trie parfaite sont observés au cours du développement des organismes
et correspondent @ un bruit développemental appelé asymétrie fluc-
tuante* [29, 30]. L'étude comparative des ailes droite et gauche chez
la drosophile adulte permet I"observation de cette asymétrie fluc-
tuante et constitue le reflet d’une stabilité développementale plus ou
moins altérée [30]. Une formule fondée sur la variance de la différence
de surface des ailes droite et gauche de chaque individu permet de
calculer un index d’asymétrie fluctuante qui quantifie cette variabi-
lité développementale. Dilp8 est un acteur important de ce processus
puisque les animaux mutants pour dilp8 présentent une asymétrie des
ailes importante (Figure 2). €n lien avec cette idée, I'inactivation de
lgr3 dans les neurones GCL induit également une asymétrie fluctuante
[19, 20]. Dilp8 semble donc agir directement sur le systéme nerveux
central via Lgr3 pour assurer la stabilité développementale.

Si des mécanismes systémiques semblent assurer la coordination
de la croissance par 'intermédiaire de Dilp8 et de son récepteur au
niveau du systéme nerveux central, on ne peut exclure pour I'instant
que Dilp8 agisse également de fagon autonome sur la croissance du

* ’asymétrie fluctuante, qui correspond aux différences entre les cotés droit et gauche d’un organisme a
symétrie bilatérale, refléte la limite de précision du développement.
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Figure 2. Défaut de symétrie bilatérale chez le mutant dilp8.
'aile de drosophile, un tissu facilement accessible, est utilisée
pour suivre la coordination de la croissance entre les organes.
Cette image des ailes superposées d’une méme mouche,
mutante pour le gene dilp8, illustre la perte de symétrie bila-
térale entre les organes gauche et droit d’un méme individu
(© Emilie Boone).

disque. L'expression de [gr3 n’étant pas détectable au
sein des disques imaginaux [20, 21], Dilp8 pourrait agir
de fagon autonome via un autre récepteur. Un test de
capture ligand-récepteur suivi d’une analyse par spec-
trométrie de masse a montré que Dilp8 peut se lier in
vitro au récepteur unique de I'insuline (InR) [21]. Dilp8
pourrait donc contrdler la croissance en se fixant a
I’InR et en modulant par exemple la capacité des autres
Dilp a activer la croissance des tissus imaginaux via ce
récepteur.

Croissance tissulaire et production de Dilp8

La coordination inter-organes sous-entend que chaque
tissu puisse évaluer sa propre croissance/taille et qu’il
communique cette information a son environnement.
Les mutants dilp8 présentent une augmentation du
bruit développemental qui se traduit par une altération
de la symétrie bilatérale des organes. Mais quel est
le lien entre la croissance des tissus et les niveaux de
Dilp8 qu’ils sécrétent ?

Nous avions précedemment établi le role de la voie de
signalisation de la Jun N-terminal kinase (JNK) dans
’induction de dilp8 en réponse a une modification
importante/pathologique de la croissance tissulaire
[18]. Cependant, la voie JNK n’est pas induite en
condition normale de croissance, suggérant un autre
mode de contrdle plus physiologique pour dilp8 au
cours du développement. Nous avons plus récemment
établi que, parallelement au contrdle exercé par la voie
JNK, la voie de signalisation Hippo/Yki® contrdle les

5 Hippo (Hpo) est un suppresseur de tumeur (Mst1/2Mst2 chez les mammiféres).
Yki (pour Yorkie) est une oncoprotéine (YAP [Yes-associated protein] et TAZ
[transcriptional coactivator with PDZ-binding motif] chez les mammiféres).
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Figure 3. Dilp8 est impliqué dans la coordination inter-organes et [’horloge
développementale. La régulation de I’expression de dilp8 par la voie de signali-
sation Hippo/Yki est requise pour le contrdle de la stabilité développementale

et la détermination fine de la taille des organes.

niveaux transcriptionnels de dilp8 en condition normale de croissance
des tissus [31]. La voie Hippo/Yki est conservée au cours de I’évo-
lution et joue un role clé dans le contréle de la taille des organes en
couplant les parametres biomécaniques des tissus (densité cellulaire
et contraintes physiques) avec la croissance
et la prolifération cellulaire [32, 33] (=»). Le
déreglement de la voie Hippo est impliqué dans
de nombreux cancers humains [5]. Les co-acti-

(=?) Voir la Synthése
de P.L. Bardet, m/s
n° 3, mars 2009,
page 253

vateurs transcriptionnels de la voie, Yorkie (Yki)

et Scalloped (Sd)®, contrdlent directement Iexpression de dilp8 en se
liant & un élément de réponse & Hippo (HRE) présent dans le promoteur
de dilp8 [31]. La validation fonctionnelle de cet élément a été réalisée
d’une part in vitro, en démontrant une interaction physique directe,
puis in vivo en suivant I'activation transcriptionnelle de dilp8 par Yki/
Sd. Dans le but de valider fonctionnellement le rdle de la voie Hippo
dans le controle de dilp8, un mutant dilp8 a été
généré par CRISPR/Cas9 [34, 351 (=P). Les sites
de fixation pour Sd/Yki dans le HRE endogene du
promoteur dilp8 ont été mutés, créant ainsi un
allele du gene dilp8 insensible au contrdle trans-
criptionnel par Hippo/Yki. La modification du HRE au locus dilp8 induit

(=?) Voir la Synthese
de H. Gilgenkrantz,
m/s n° 12, décembre
2014, page 1066

une asymétrie fluctuante chez les adultes similaire a celle observée
pour le mutant dilp8 nul (dépourvu du géne). Ceci démontre un cou-
plage entre la voie de signalisation Hippo/Yki, acteur clé de la crois-
sance autonome des tissus, et I"expression de dilp8 in vivo, et établit
Ilimportance de ce contrdle pour assurer la stabilité développementale
et la coordination inter-organes (Figure 3) [31].

¢ Homologue de TEF-1 (transcriptional enhancer factor 1) chez I’homme.
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Conclusion

U'axe Dilp8/Lgr3 joue donc un réle central pour assu-
rer un développement harmonieux chez la drosophile.
Dilp8 et son récepteur Lgr3 régulent au moins deux
mécanismes importants pour I’émergence d’adultes
bien proportionnés. D’une part, la voie JNK régule la
transcription de dilp8 en réponse a différentes condi-
tions de stress tissulaire, représentant un point de
controle important pour la régénération tissulaire.
Ceci se traduit par une forte induction transcriptio-
nelle lors d’une croissance ralentie, d’une croissance
néoplasique ou durant la régénération tissulaire, qui
provoque un retard de développement et un allon-
gement de la période de croissance larvaire. Le pro-
moteur de dilp8 contient des sites de liaison prédits
pour le facteur de transcription de la voie JNK, AP1
(activator protein 1), qui pourraient permettre une
régulation directe de I'expression de dilp8 par cette
voie. Néanmoins, les mutants viables pour la voie JNK
ne présentent pas d’asymétrie fluctuante, indiquant
que cette voie ne contrdle pas la coordination de la
croissance en condition normale de développement.
Par ailleurs, Dilp8 est requis pour la coordination fine
de la croissance inter-organes en conditions phy-
siologiques de développement, puisqu’un mutant nul
pour dilp8 présente une augmentation de I"asymétrie
fluctuante. Ceci suggére donc que I’état de matura-
tion/croissance des tissus influe directement sur les
niveaux d’expression de dilp8. Le lien entre croissance
autonome et niveaux de Dilp8 est établi par la régula-
tion directe du promoteur de dilp8 par la voie Hippo/
Yki, assurant ainsi la coordination de la croissance
des organes et la stabilité développementale. Par ail-
leurs, les tissus imaginaux en croissance subissent des
déformations et des contraintes physiques au cours
du développement. La voie de signalisation Hippo
intégre de nombreuses informations telles que la
polarité cellulaire, adhérence cellulaire et les forces
mécaniques, qu’elle traduit sous forme de croissance.
Le couplage entre I’expression de dilp8 et la voie de
signalisation Hippo/Yki ouvre donc la possibilité d’une
coordination de la croissance en réponse aux forces
mécaniques.

Il est intéressant d’évoquer enfin que le circuit neu-
ronal formé par les neurones GCL et contrdlant la
production d’ecdysone chez la drosophile posséde
certaines caractéristiques de I’axe hypothalamus-
hypophyse chez "homme. Uhypothalamus integre et
transmet des informations sur I’état de croissance des
organes a I’hypophyse qui produit des messagers hor-
monaux (dont I’hormone de croissance) [36-38]. Des



récepteurs de type relaxine sont exprimés au sein de I’hypothalamus,
suggérant que des relaxines pourraient étre sécrétées par les tissus
en croissance et informer "hypothalamus sur leur état de croissance.
Dés lors, un axe homologue de I’axe Dilp8/Lgr3 pourrait représenter
un mécanisme de contrdle de la stabilité développementale chez les
vertébrés. ¢

SUMMARY

Some insulins to orchestrate growth

Body size is an intrinsic property of living organisms that is intimately
linked to the developmental program to produce fit individuals with
proper proportions. Final size is the result of both genetic determinants
and sophisticated mechanisms adapting size to available resources.
€ven though organs grow according to autonomous programs, some
coordination mechanisms ensure that the different body parts adjust
their growth with the rest of the body. In Drosophila, Dilp8, a hor-
mone of the Insulin/Relaxin family is a key player in this inter-organs
coordination and is required together with its receptor Lgr3 to limit
developmental variability. Recently, the transcriptional co-activator
Yki (homologue of YAP/TAZ factors in mammals) was shown to regulate
dilp8 expression and contribute to the coordination of organ growth in
Drosophila. ¢
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