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Avant Propos 
 

Dans les années 1940, Conrad Waddington introduit la notion d’épigénétique comme la 

branche de la biologie qui étudie les mécanismes par lesquels le génotype (la séquence 

d’ADN) engendre le phénotype (les caractéristiques de l’organisme). Les nombreuses 

découvertes sur l’ADN et la transcription font apparaître de nouveaux problèmes, ce qui 

amène à reconsidérer le terme « épigénétique ». Depuis les années 70, il désigne l’étude des 

processus de l’hérédité nucléaire non fondés sur des différences dans la séquence d’ADN. Ces 

nombreux processus correspondent à : 

• La modification chimique de l’ADN tel que la méthylation de la cytosine. 

• Les modifications des composants de la chromatine notamment des histones (code 

histone) et des protéines non histones. 

• La transcription d’ARN non codants. 

Tous ces mécanismes intercèdent dans le maintien de l’expression des gènes au cours des 

divisions cellulaires. Pendant le développement, des signaux moléculaires permettent la 

différenciation des cellules en activant et réprimant certains gènes. Malgré la disparition de 

ces signaux, les gènes continuent à être exprimés selon l’état déterminé auparavant. Ce 

phénomène, appelé mémoire cellulaire, amène à se poser une question fondamentale en 

biologie : comment sont maintenus les profils d’expression des gènes au cours des divisons 

cellulaires ? 

Un modèle d’étude de la mémoire cellulaire s’est imposé chez Drosophila 

melanogaster. Les gènes homéotiques, impliqués dans l’identité des cellules le long de l’axe 

antéropostérieur, sont d’abord activés ou réprimés par les produits des gènes de segmentation 

lors de l’embryogénèse précoce. Bien que ces stimuli disparaissent, les profils d’expression 

des gènes homéotiques restent identiques au cours des divisions cellulaires car d’autres gènes 

prennent le relais : les gènes du groupe Polycomb (PcG) vont maintenir réprimés les gènes 

homéotiques tandis que les gènes du groupe trithorax (trxG) les maintiennent actifs. En 

agissant en complexes multi-protéiques, les facteurs de remodelage de la chromatine codés 

par les gènes PcG et trxG vont altérer l’environnement chromatinien afin de maintenir 

l’expression de leurs gènes cibles notamment des gènes homéotiques. Le mécanisme d’action 

des complexes PcG et TrxG est encore mal connu mais fait intervenir de nombreux 

partenaires. Il a été montré qu’ils agissent notamment sur les modifications post-

traductionnelles des histones et la séquestration des complexes de remodelage de la 

chromatine. 
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Notre équipe s’intéresse au rôle biologique d’une protéine chromosomique non histone 

de Drosophila melanogaster : Dorsal Switch Protein 1 (DSP1). DSP1 est une protéine à 

boîtes HMG (High Mobility Group) ce qui lui confère la capacité de se fixer sur l’ADN en 

reconnaissant non pas des séquences spécifiques mais des structures particulières telles que 

l’ADN courbé. L’étude d’un mutant nul pour le gène dsp1 (appelé dsp11) généré au 

laboratoire, a permis de révéler l’implication de DSP1 dans la régulation des gènes au cours 

du développement embryonnaire. Il a été montré que la protéine DSP1 régule les gènes 

homéotiques en agissant, selon le locus considéré, en synergie avec les protéines TrxG ou 

PcG. Le mode d’action des PcG et TrxG suggère que DSP1 est probablement associée à un ou 

plusieurs complexes protéiques. Jusqu’à maintenant, la protéine DSP1 n’a été mise en 

évidence dans aucun complexe connu alors que celle-ci est présente, dans l’embryon, dans des 

complexes multimériques de taille comprise entre 100 kDa et 1MDa. L’objectif du travail de 

thèse présenté ici est de mieux comprendre le mode d’action moléculaire de la protéine DSP1 

en déterminant les partenaires de la protéine DSP1 au cours du développement embryonnaire. 

Dans ce but, nous avons, dans un premier temps, mis en place au laboratoire des techniques 

d’immunopurification des complexes contenant la protéine DSP1. Ces approches nous ont 

permis d’identifier les partenaires de DSP1 au cours du développement embryonnaire. Dans 

un deuxième temps, nous avons caractérisé les relations biologiques entre DSP1 et un certain 

nombre de partenaires plus particulièrement la protéine Rm62. Enfin, le mode d’action de la 

protéine DSP1 étant peu connu, nous avons déterminé, par une approche biochimique, de 

nouvelles caractéristiques physico-chimiques de la protéine DSP1. 
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Figure 1: Exemple d’une transformation homéotique. Tête de drosophile sauvage 
(a) et mutante pour le gène homéotique Antennapedia (b) qui a développé à la 
place des antennes des pattes. Ces images de microscopie électronique provenant 
du site The Interactive Fly ont été prises par le Dr. Rudi Turner. 

a b 

I. Maintien de l’expression des gènes par les proté ines des 

groupes Polycomb et Trithorax. 

A. Les gènes homéotiques contrôlent l’identité des segments. 

Le corps de la drosophile est composé de segments ou métamères. Mise en place au 

cours de l’embryogénèse, l’identité des segments, conservée de la larve jusqu’à l’adulte 

survivant aux différentes mues et à une métamorphose, est déterminée par les gènes 

homéotiques (ou gènes Hox). Une mauvaise expression de ces gènes change l’identité d’un ou 

plusieurs segments sans altérer leur nombre provoquant une transformation homéotique 

(Lewis, 1978). Les mutations dans un gène homéotique produisent une homéose, c’est-à-dire 

l’apparition d’un organe bien formé, mais à un mauvais emplacement du corps (exemple 

Figure 1). 

 

 

 

 

 

Chez Drosophila melanogaster, les premières transformations homéotiques identifiées 

dans les années 1910 furent des drosophiles ayant leur segment T3 transformé en segment T2 

c'est-à-dire les haltères (appelées aussi balancier, elles servent au maintien de l’équilibre lors 

du vol) transformées en ailes. La mutation létale à l’état homozygote et portée par ces mutants 

a été appelée bithorax (bx). Une autre mutation ayant le même phénotype fut appelée 

bithoraxoid (bxd). La complémentation entre bx et bxd indiquait qu’il s’agissait de deux 

« gènes » différents. Après la seconde guerre mondiale, E.B Lewis reprit l’étude de ces 

mutations. Par des études génétiques, il identifia un certain nombre de nouvelles mutations 
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ayant des phénotypes similaires à bx et affectant le thorax et l’abdomen telles que la mutation 

Ultrabithorax (Ubx) ou les mutations infra-abdominal (iab) numérotées de 2 à 9. Les travaux 

de Lewis posèrent la base des études sur les gènes homéotiques chez la drosophile (pour revue 

voir Lewis, 1998). D’une part, Lewis a montré, en établissant la carte génétique de mutants 

homéotiques, que ces mutations étaient toutes localisées sur le fragment du chromosome 3 et 

formaient un complexe de gènes, qu’il a appelé complexe Bithorax (Bx-C). Il a identifié que 

ces gènes codent des produits responsables de l’identité des segments abdominaux et 

thoraciques. D’autre part, il a découvert que l'ordre des gènes homéotiques du complexe Bx-C 

sur le chromosome 3 correspond à l'ordre dans lequel ils sont activés le long de l'axe 

antéropostérieur du corps (Figure 2). Il définit la règle de la colinéarité. Ainsi, les gènes situés 

en 3’ sur le chromosome s’expriment les premiers dans la région antérieure. A l’inverse, les 

gènes situés en 5’ s’expriment dans les régions les plus postérieures de l’embryon. 

Génétiquement, une mutation perte de fonction pour un gène homéotique entraîne 

l’antériorisation des segments, alors qu’une mutation gain de fonction entraîne la 

postériorisation des segments. De plus, ces gènes sont exprimés de façon additive.  

 

 

Figure 2 : Modèle d’expression des « gènes » du complexe Bithorax dans la larve par 
Lewis. Le diagramme à coté des larves représente l’expression des « gènes » requis afin de 
déterminer l’identité des segments. (A) Larve sauvage. (B) larve portant les mutations 
bxd/pbx (bithoraxoid et postbithorax) nécessaires à la spécification du segment A1. Ces 
larves présentent des segments A1 transformés en T3. De plus, les creux ventraux 
(caratéristiques des segments thoraciques/signalés par une flèche) sont présents sur tous les 
segments posterieurs indiquant que la fonction de bxd/pbx est requise dans les segments 
posterieurs (astérisque)  Extrait de Maeda et Karch, (2006). 
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Adulte 

Embryon 

L’analyse moléculaire des gènes homéotiques a confirmé les résultats génétiques 

obtenus par Lewis. Les gènes Hox, codant des facteurs de transcription à homéodomaine, 

s’organisent en deux complexes distincts s’étendant sur plus de 300 kb chacun sur le bras R 

du chromosome 3: le complexe Antennapedia (Antp-C) et le complexe Bx-C (McGinnis et 

Krumlauf, 1992) (Figure 3).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Les gènes homéotiques chez Drosophila melanogaster. Chez la drosophile, les 
gènes homéotiques sont séparés en deux complexes distincts : le complexe Antennapedia et le 
complexe Bithorax. La figure montre l’expression des gènes homéotiques dans l’embryon et 
l’adulte. labial (lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduced (Scr) et 
Antennapedia (Antp), Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A) et Abdominal-B (Abd-B). A 
noter que les gènes zerknullt-related (z2), zerknullt (zen), bicoïd (bcd) et fushi tarazu (ftz) sont 
présents dans le complexe Antennapedia mais ils ne sont pas classés parmi les gènes 
homéotiques. Figure extraite de Hughes et Kaufman, (2002). 
 

Le complexe Bithorax sur lequel porte les travaux de Lewis est composé de trois 

gènes : Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A) et Abdominal-B (Abd-B). Ceux-ci 

déterminent l’identité du troisième segment thoracique et des segments abdominaux. Chaque 

gène homéotique s’exprime dans une région précise de l’embryon selon la règle de colinéarité 

(Duboule et Morata, 1994). Les gènes homéotiques ont des séquences de régulation 

complexes permettant d’exprimer ces gènes de manière différente dans chaque segment 

(Maeda et Karch, 2006) (Figure 4).  
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Figure 4. Schéma montrant l’organisation du complexe Bithorax (Bx-C). Sous le dessin de 
la drosophile sont indiquées les unités de transcription et les séquences de régulation du 
complexe Bx-C (représenté par une échelle). Sur la drosophile, les segments colorés sont 
contrôlés par les gènes Ultrabithorax (Ubx en noir), addominal-A (abd-A en bleu) et 
abdominal-B (abd-B en jaune). Au dessus de l’échelle, les séquences régulatrices mises en 
évidence par des expériences génétiques sont représentées par des accolades: abx 
(anterobithorax), bx (bithorax), bxd (bithoraxoïd), pbx (postbithorax), iab (infra-abdominal). 
Extrait de Duncan et Montgomery, (2002). 
 

Les régions régulatrices du complexes Bx-C sont des unités autonomes qui ont été 

d’abord identifiées génétiquement par Lewis. Elles sont au nombre de neuf : abx/bx, bxd/pbx 

et iab 2 à iab 9. Chacune d’entre elles définit l’identité d’un parasegment (au nombre de 14, 

les parasegments sont des compartiments génétiques qui définissent la segmentation de 

l’embryon) en activant spécifiquement l’un des gènes homéotiques du complexe Bx-C. Par 

exemple, les régions abd/bx et bxd/pbx régulent l’expression du gène Ubx dans les 

parasegments 5 et 6 correspondant respectivement aux segments thoracique T3 et abdominal 

A1 (Beachy et al., 1985; Little et al., 1990; White et Wilcox, 1985b). De la même manière, 

iab 2, iab 3 et iab 4 permettent l’expression du gène abd-A dans les parasegments 7, 8 et 9 

correspondant aux segments A2 à A4 (Karch et al., 1990; Macias et al., 1990; Sánchez-

Herrero, 1991). Une mutation dans un de ces éléments de régulation altère l’expression de 

leur gène cible et change l’identité des segments. Par exemple, les drosophiles homozygotes 

pour la mutation iab 7Sz ont leur segment A7 transformé en segment A6 (Galloni et al., 1993). 

Unités de 
transcription 

Séquences de 
régulation 

Gènes 
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Le complexe Antennapedia (Antp-C) est constitué de cinq gènes homéotiques : labial 

(lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduced (Scr) et Antennapedia (Antp) 

(Kaufman et al., 1990) (Figure 3). Ces gènes déterminent les différentes structures de la tête 

et du thorax. Cependant d’autres gènes tels que bicoïd (bcd) ou fushi tarazu (ftz) sont localisés 

dans ce complexe mais ils ne sont pas exprimés de la même façon que les gènes homéotiques. 

Bien qu’ils ne jouent pas le rôle de gènes homéotiques chez la drosophile, il semble qu’ils 

aient des fonctions de gènes Hox chez d’autres arthropodes tels que les mites (Gibson, 2000). 

La régulation du complexe Antp-C a été beaucoup moins étudiée que celle du complexe Bx-

C. Néanmoins, certaines études ont permis de définir quelques zones de régulation comme 

pour le gène Scr (Gindhart et al., 1995). 

B. Mise en place du profil d’expression des gènes 

homéotiques 

Au cours de l’embryogénèse précoce, un ensemble de morphogènes (un morphogène 

est une substance dont le gradient de concentration va déterminer le positionnement et 

l’identité des cellules lors de la morphogènese (Wolpert, 1999)) agissant de manière 

hiérarchique va établir les profils d’expression des gènes homéotiques (pour revue Lawrence, 

1992) (Figure 5). Les premiers facteurs intervenant dans cette cascade sont les produits 

d’origine maternelle déposés dans l’œuf. Les ARN messagers des gènes maternels bicoïd, 

nanos, hunchback (hb) et caudal (cad) définissent la polarité embryonnaire. Une fois traduits, 

ces facteurs de transcription initient l’expression de morphogènes d’origine zygotique codés 

par les gènes lacunaires (Gap gene). Les mutations perte de fonction de l’un de ces gènes 

provoquent la disparition de segments contigus faisant apparaître une lacune dans la 

morphologie de l’embryon. Les gènes hb, cad zygotiques et les gènes giant, Krüppel et knirps 

sont exprimés sous la forme de large domaine d’expression le long de l’axe antéropostérieur. 

Ils délimitent des frontières déterminant les grandes régions du corps. L’expression des gènes 

lacunaires guide l’expression d’une troisième classe de gènes : les gènes de parité de segment. 

Ces gènes déterminent le nombre exact de parasegments. Les gènes de parité de segments 

définissent les frontières des parasegments et ils sont exprimés sous la forme de 7 bandes 

transversales en raies successives le long de l’embryon. L’expression du gène evenskipped 

(eve) définit les parasegments impairs tandis que le produit du gène fushi tarazu (ftz) définit 

les parasegments pairs. En réponse aux activités des facteurs de transcription codés par les 

gènes de parité de segments, les gènes de polarité de segments affinent et stabilisent les 

frontières de chaque parasegment. 
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Figure 5 : Cascade de régulation des gènes de segmentation de l’axe antéropostérieur chez 
Drosophila melanogaster. Chaque gène de cette cascade exprimé de manière régionalisée 
permet la segmentation du corps de la drosophile. Les produits maternels déposés dans l’œuf 
activent ou répriment l’expression des gènes lacunaires. Les produits des gènes lacunaires 
régulent l’expression des gènes de parité de segments. A leur tour, les produits des gènes de 
parité de segments mettent en place le profil d’expression des gènes de polarité de segments. 
Ce système permet de segmenter l’embryon de drosophile. En fin de cascade, l’expression des 
gènes homéotiques est contrôlée par les produits des gènes lacunaires et de parité de 
segments. Extrait de Wolpert, (1999). 
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Les gènes de polarité de segments tels qu’engrailed (en) ou wingless (wg) vont 

permettre d’établir un plan d’organisation selon des territoires physiques appelés segments. 

Dans le même temps, les produits des gènes lacunaires et des gènes parité de segments 

établissent les domaines d’expression des gènes homéotiques (Figure 3). Mais l’expression 

des gènes lacunaires et des gènes de parité de segments est transitoire au cours du 

développement. Alors qu’après quatre heures de développement, les produits de ces gènes 

disparaissent, les gènes homéotiques continuent d’être exprimés pendant la vie larvaire et 

pupale. (White et Wilcox, 1985a; Brower, 1987). L’intervention des produits des gènes des 

groupes Polycomb (PcG) et trithorax (trxG) va permettre de maintenir l’expression des gènes 

homéotiques en prenant le relais des gènes de segmentation précoce. Les gènes des groupes 

Polycomb maintiennent les gènes Hox dans un état réprimé tandis que les gènes des groupes 

trxG maintiennent l’état activé des gènes homéotiques. 

C. Les gènes PcG et trxG  maintiennent l’expression des gènes 

Hox. 

1. Les gènes du groupe Polycomb. 

Les premiers gènes identifiés comme régulant les gènes homéotiques ont été les gènes 

de type PcG. Dans les années 40, E.H. Slifer a trouvé des drosophiles mâles ayant des peignes 

sexuels supplémentaires sur les pattes T2 et T3 où les peignes sexuels sont absents chez les 

drosophiles sauvages. Désignant ce phénotype par le terme « extra sex combs », elle a isolé la 

première mutation de type PcG dans le gène du même nom extra sex combs (esc) (Slifer, 

1942). Quelques années plus tard, un second mutant ayant des peignes sexuels 

supplémentaires était identifié par P. Lewis : le mutant Polycomb (Pc) (Lewis, 1947). Par la 

suite, d’autres études ont permis d’isoler des mutations dominantes ou récessives induisant un 

phénotype similaire (Jurgens, 1985; Paro, 1990). L’ensemble des gènes mutés en dehors des 

complexes homéotiques Antennapedia et Bithorax et présentant un phénotype similaire aux 

mutants esc et Pc constitue le groupe des gènes Polycomb (Figure 6). 
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Des analyses de mutants perte de fonction des gènes PcG ont montré qu’ils 

présentaient d’autres phénotypes. Les drosophiles homozygotes pour une mutation dans le 

gène Pc meurent lors de l’embryogénèse. E.B Lewis a montré que ces embryons présentent 

un phénotype extrême où tous les segments se sont transformés en dernier segment abdominal 

A8 (Lewis, 1978). Ce phénotype est caractéristique d’un mutant gain de fonction des gènes 

homéotiques. En se basant sur ces observations, il proposait un modèle où les protéines PcG 

répriment l’expression des gènes homéotiques. Les mutations dans les gènes PcG provoquent 

des transformations homéotiques dues à l’expression ectopique des gènes des complexes Bx-

C et Antp-C ressemblant à des mutants gain de fonction des gènes des complexes Bx-C et 

Antp-C. En étudiant le profil d’expression des gènes homéotiques dans les mutants perte de 

fonction des gènes PcG, il a été montré que les protéines PcG n’ont pas d’effet sur le profil 

d’expression initial des gènes Hox mais qu’elles affectent ces profils plus tardivement au 

cours de l’embryogénèse (McKeon et Brock, 1991; Simon et al., 1992; Struhl et Akam, 

1985). Les produits des gènes PcG n’induisent pas l’expression des gènes homéotiques mais 

ils maintiennent à l’état réprimé les gènes homéotiques au cours du développement 

embryonnaire. Aujourd’hui, une vingtaine de gènes PcG ont été identifiés (Tableau 1). 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Pattes de drosophiles mâles 

sauvage et mutant hémizygote pour le gène 

PcG Polyhomeotic (Ph). La présence de 

peigne sexuel additionnel sur la seconde et la 

troisième patte est indiquée par une flèche. Ce 

phénotype est corrélé à une mauvaise 

expression du gène Scr. Extrait de Grimaud et 

al., (2006). 
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Tableau 1 : Liste des gènes PcG, de leurs protéines ainsi que de leurs activités biochimiques 
chez Drosophila melanogaster. 

Gènes Protéines Domaines Protéiques 
Activités 

Biochimiques 
Références 

Additionnal sex 
combs 

ASX Domaine PHD  (Jurgens, 1985) 

Cramped CRM Domaine PEST  (Yamamoto et al., 1997) 

dKDM2 (CG11033) dKDM2 
Doigt de zinc, 
domaine PHD 

Déméthyle H3K36 (Lagarou et al., 2008) 

dMi-2 dMi-2 Chromodomaine  (Kehle et al., 1998) 

Enhancers of 
Polycomb 

E(Pc) Leucine Zipper  (Sato et al., 1983) 

Enhancers of Zeste E(Z) Domaine SET 
Méthyle H3K9 et 

H3K27 
(Jones et Gelbart, 1990) 

Extra Sex Combs ESC Répétition WD40 
Liaison avec l'histone 

H3 
(Struhl, 1981) 

ESC-Like ESCL Répétition WD40  (Wang et al., 2006) 

Heat Shock Protein 
Cognate 4 

HSC70-4  Proteine Chaperonne 
(Mollaaghababa et al., 

2001) 

Multi sex combs    
(Santamaría et Randsholt, 

1995) 

Pleihomeotic Pho Doigt de zinc Liaison à l'ADN (Simon et al., 1992) 

Pleiohomeotic like PhoL Doigt de zinc Liaison à l'ADN (Brown et al., 2003) 

Polycomb Pc Chromodomaine Liaison à H3K27me3 (Lewis, 1978) 

Polycomb-like PCL 
domaine RING, 
domaine PHD 

 (Duncan, 1982) 

Polyhomeotic Distal PHD domaine SAM  (Dura et al., 1985) 

Polyhomeotic 
Proximal 

PHP domaine SAM  (Dura et al., 1985) 

Posterior sex combs PSC Doigt RING Cofacteur de dRING (Jurgens, 1985) 

Scm-related gene 
containing four mbt 

domains 
SFMBT 

Répétition MBT, 
domaine SAM 

Liaison à H3K9me1/2 
et H4K20me1/2 

(Klymenko et al., 2006) 

Sex Combs 
Extra/dRing 

dRING Doigt RING 
Ubiquitinilation de 

H2AK119 
(Breen et Duncan, 1986) 

Sex Comb on Midleg SCM 
Répétition MBT, 
domaine SAM 

Liaison aux histones 
methylés 

(Jurgens, 1985) 

Sir2 SIR2   (Furuyama et al., 2004) 

RPD3   
Déacétylation des 

histones 
(Tie et al., 2001) 

Supressor of zeste 2 Su(z)2 Doigt RING  (Jurgens, 1985) 

Supressor of zeste 
12 

Su(z)12 Doigt de zinc Cofacteur de E(Z) (Birve et al., 2001) 
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b 

2. Les gènes trxG . 

Les gènes régulant positivement les gènes homéotiques sont appelés les gènes trxG. 

Le gène trithorax (trx) a été le premier gène identifié du groupe auquel il donne son nom. Les 

mutants homozygotes pour l’allèle perte de fonction trx1 présentent un phénotype 

caractéristique des premières mutations homéotiques identifiées: les haltères sont 

transformées en ailes (Ingham, 1998) (Figure 7). Ce phénotype correspond à une diminution 

de l’expression du gène homéotique Ubx. En effet, l’expression des gènes homéotiques est 

grandement réduite dans les mutant trx (Mazo et al., 1990; Breen et Harte, 1993). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 : Exemple d’une transformation homéotique d’haltères en ailes due à une 
mutation dans le gène trx. (a) Haltères (H) de drosophile sauvage et (b) mutante homozygote 
pour l’allèle trithorax1. Chez les mutants trx1, on observe des haltères transformées en ailes. 
Ce phénotype est dû à une mauvaise expression du gène homéotique Ultrabithorax (Ubx). 
Extrait d’Ingham, (1998). 
 

Les produits des gènes trxG maintiennent active la transcription dans les gènes homéotiques. 

Actuellement, une vingtaine de gènes sont classés comme membres du groupe trxG (Tableau 

2). Plusieurs critères ont permis d’identifier les gènes trxG 

• Premièrement, les mutants perte de fonction des trxG montrent des transformations de 

segments dont l’identité est changée en segment plus antérieur. Les mutations dans les 

gènes trxG provoquent des transformations homéotiques similaires à des mutants 

perte de fonction des gènes Bx-C et Antp-C dues à un défaut dans le maintien de 

l’expression de ces gènes.  

• Dans un second temps, certains gènes trxG ont été identifiés par des interactions 

génétiques avec le mutant trithorax. Ces doubles mutants présentaient des phénotypes 

où les transformations homéotiques sont aggravées par rapport au mutant simple. Par 

exemple, si on combine des mutations dans les gènes absent, small, or homeotic discs 

1 (ash1) et ash2 avec la mutation trx, on observe une augmentation de la force et de la 

fréquence des transformations haltères en ailes (Shearn, 1989).  
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• D’autres membres du groupe trxG ont été identifiés par leur effet antagoniste vis-à-vis 

des mutants PcG. Les allèles perte de fonction des gènes trxG suppriment l’apparition 

de peignes sexuels supplémentaires due à la mutation perte de fonction Pc. C’est le 

cas du gène brahma (brm) (Kennison et Tamkun, 1988).  

• Toutes les mutations perte de fonction trxG réduisent l’expression des gènes 

homéotiques.  

Tableau 2 : Liste des gènes trxG, de leurs protéines et de leurs activités biochimiques chez 
Drosophila melanogaster. 

Gènes Protéines Domaines Protéiques Activités Biochimiques Références 

Absent, small, or 
homeotic discs 1 (ash1) 

ASH1 Domaine SET Méthyle histone H3 (Shearn, 1989) 

Absent, small, or 
homeotic discs 2 (ash2) 

ASH2 Domaine PHD - (Shearn, 1989) 

brahma (brm) BRM 
Bromodomaine, 
domaine ATPase 

Déplace le nucléosome 
(Kennison et 

Tamkun, 1988) 

nejire (nej) CBP 
Bromodomaine, Doigt 

de zinc 
Transfère de groupement 
acétyle sur les histones 

(Bantignies et al., 
2000) 

devenir/breathless 
(dev/btl) 

Dev/Btl - - 
(Maixner et al., 

1998) 

kismet (kis) Kis 
chromodomaine, 
Domaine ATPase 

- 
(Daubresse et al., 

1999) 

kohtalo (kto) Kto - 
Sous unité du complexe 

MEDIATOR 
(Kennison et 

Tamkun, 1988) 

little imaginal disc (lid) Lid 
Domaine ARID, Doigt 
RING, domaine PHD 

Déméthyle H3K27, inhibe 
les histones déacétylase 

(Gildea et al., 2000) 

moira (mor) MOR 
Domaine SANT, 

leucine zipper 
 

(Kennison et 
Tamkun, 1988) 

osa OSA domaine ARID  
(Kennison et 

Tamkun, 1988) 

sallimus (sls) -   
(Kennison et 

Tamkun, 1988) 

SBF1 SBF1  Antiphosphatase (Petruk et al., 2001) 

skuld (skd) Skd  
Sous unité du complexe 

MEDIATOR 
(Kennison et 

Tamkun, 1988) 

Snf5 related 1 (snr1) SNR1   
(Dingwall et al., 

1995) 

taranis (tara) TARA Domaine SERTA - 
(Calgaro et al., 

2002) 

tonalli (tna) TNA 
Doigt RING, doigt de 

zinc. 
- 

(Gutiérrez et al., 
2003) 

trithorax (trx) TRX 
Domaine SET, 
Domaine PHD 

Méthyle H3K4 (Ingham, 1985) 

trithorax-like Trl/GAF Domaine BTB-POZ  (Farkas et al., 1994) 

urdur (urd) - - - 
(Kennison et 

Tamkun, 1988) 

verthandi (vtd) Rad21 
Cohesin, Rad21/Rec8 

like protein 
- 

(Kennison et 
Tamkun, 1988) 

zeste (z) Z  - 
(Shannon et al., 

1972) 
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D. Caractérisation des protéines PcG et TrxG 

Par des expériences génétiques, les gènes PcG et trxG ont été identifiés comme 

régulant les gènes Hox. Afin de préciser les fonctions des gènes PcG et trxG, il a été 

nécessaire de s’intéresser aux produits de ces gènes, les protéines PcG et TrxG. Par des 

expériences d’immunolocalisation, les protéines Pc et Trx ont été retrouvées au niveau du 

noyau. De plus, la localisation des protéines Pc et Trx sur les chromosomes polyténiques de 

glandes salivaires de larves de 3ème stade au niveau des complexes Bx-C et Antp-C a confirmé 

que les produits des gènes Pc et trx régulent directement et physiquement les gènes Hox (Zink 

et Paro, 1989; Zink et al., 1991; Kuzin et al., 1994). Ces expériences ont montré que les 

protéines PcG et TrxG interagissent avec les chromosomes dont la structure de base est la 

chromatine. 

1. La chromatine 

Chez les organismes eucaryotes, la taille du génome est importante. Par exemple, une 

cellule humaine possède environ 2 m d’ADN (6,6 x 109 pb) contenu dans un noyau de 6 µm 

de diamètre. C’est pourquoi l’ADN est condensé dans une structure appelée chromatine. La 

chromatine a deux fonctions essentielles : 

1. Elle permet à l’ADN de tenir dans le noyau. 

2. Elle participe à la régulation des gènes notamment à la transcription.  

a) Le nucléosome 

Le nucléosome est la structure fondamentale de la chromatine (Figure 8). Il est 

composé de protéines appelées histones autour desquelles 147 paires de bases de l’ADN vont 

s’enrouler. Les histones présentes par paire dans le nucléosome sont les protéines H2A, H2B, 

H3 et H4 qui se regroupent pour former un octamère. Les histones sont des protéines basiques 

de petite taille (entre 11 et 28 kDa). Elles sont constituées d’un domaine globulaire impliqué 

dans les interactions avec l’ADN. Leur extrémité N-terminale flexible, appelée queue des 

histones, interagit avec des protéines régulatrices et l’ADN (Luger et al., 1997). L’assemblage 

de la chromatine comprend plusieurs étapes. La première est l’assemblage du nucléosome. 

Une histone H3 s’associe avec une histone H4 pour former un dimère (H3-H4). Deux dimères 

(H3-H4) s’assemblent et forment un tétramère (H3-H4)2. L’ADN va se lier avec celui-ci 

formant un complexe stable. Parallèlement, les histones H2A et H2B s’associent en dimère. 

Ensuite le tétramère (H3-H4)2 s’associe à deux dimères (H2A-H2B). L’ADN s’enroule autour 

de cet octamère pour former un nucléosome de 11 nm de diamètre. Un cinquième type de 
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protéines, l’histone H1, vient s’insérer dans l’ADN entre les nucléosomes. Celle-ci joue un 

rôle dans la compaction de la chromatine notamment en stabilisant la structure en hélice de 30 

nm de diamètre appelée solénoïde. La chromatine peut adopter des niveaux d'organisation 

plus compacts, le niveau de condensation le plus élevé étant atteint au sein du chromosome 

lors de la mitose. 

 
 
Figure 8 : Structure tridimensionnelle du nucléosome. La figure montre que l’ADN (en brun 
et turquoise) s’enroule autour des quatres dimères composés des histones H2A (jaunes), H2B 
(rouge), H3 (bleu) et H4 (vert) et situés au centre de la structure. Le nucléosome est vu de 
face à gauche et de profil à droite. Extrait de Luger et al., (1997). 
 

b) Euchromatine et hétérochromatine 

L’observation des noyaux des cellules eucaryotes révèle deux types d’organisation de 

la chromatine (Passarge, 1979). La première appelée hétérochromatine reste très foncée et très 

condensée pendant l’interphase. Chez la drosophile, l’hétérochromatine contient 30% du 

génome et elle est principalement localisée au niveau des centromères et des télomères (Gatti 

et Pimpinelli, 1992). Cette structure, condensée avec un arrangement de nucléosomes régulier 

où l’ADN est peu accessible (Sun et al., 2001), est composée principalement de séquences 

non codantes et contient peu de gènes. La seconde organisation, nommée euchromatine, est la 

portion chromatinienne plus claire et plus diffuse pendant l’interphase. Elle est composée de 
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séquences d’ADN uniques où se trouve la majorité des gènes. L’arrangement des 

nucléosomes est irrégulier ce qui permet à la machinerie transcriptionnelle d’accéder à 

l’ADN. L’essentiel de la transcription se déroule dans l’euchromatine. Par des expériences de 

digestion de la chromatine par différentes nucléases (notamment la DNase I), il a été montré 

que les régions promotrices des gènes activement transcrits présentaient des sites 

d’hypersensibilité à la DNase I (Elgin, 1988). Ces résultats indiquent que la transcription est 

couplée avec une déplétion en nucléosomes impliquant une structure de la chromatine 

ouverte. A l’inverse, l’hétérochromatine possède peu de sites d’hypersensibilité à la DNase I 

car sa structure condensée laisse l’ADN peu accessible.  

c) La variégation par effet de position 

La structure de la chromatine est un des éléments de la régulation de la transcription 

des gènes. L’un des premiers arguments en faveur d’une influence de la structure 

chromatienne sur l’expression du génome fut donné par H. Muller. Dans les années 1930, il 

décrit le phénomène de variégation par effet de position (PEV) (Figure 9). En travaillant sur 

les effets des rayons X sur les drosophiles, il isole un mutant du gène white (w). Le gène w 

contrôle la pigmentation de l’œil. Normalement rouge, l’œil devient blanc lorsque le gène w 

est muté. Mais le mutant obtenu par Muller présente un œil bigarré rouge et blanc. Plus tard, 

les analyses de ce mutant ont montré que les rayons X avaient provoqué une inversion sur le 

chromosome X. Le locus du gène w situé dans l’euchromatine s’est retrouvé près d’une région 

d’hétérochromatine. Il en résulte que le gène w est réprimé ou activé selon que 

l’hétérochromatine s’étend ou non jusqu’à ce locus. Dans les cellules des facettes de couleur 

blanche, le gène w est réprimé tandis qu’il est activé dans les cellules des facettes de couleur 

rouge. Le phénotype observé n’est pas dû à une mutation dans le gène w mais à un 

changement de position du locus w près de l’hétérochromatine. Le phénomène de PEV résulte 

de la transmission d’une structure hétérochromatinienne à un gène euchromatique. L’étude de 

ce phénomène a permis de mieux comprendre la régulation des gènes par la structure de la 

chromatine notamment grâce à la recherche de gènes pouvant influencer le phénomène de 

PEV.  
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Figure 9. Exemple de variégation par effet de position (PEV) chez Drosophila 
melanogaster. (A) Situé sur le chromosome X, le gène white est localisé dans l’euchromatine 
(noir). L’œil est entièrement de couleur rouge. (B) Suite à une inversion chromosomique, le 
locus white se retrouve à proximité de l’hétérochromatine (gris). Dans certaines cellules, 
l’hétérochromatine se propage jusqu’au gène white qui va être réprimé. Dans les autres 
cellules, white est exprimé car il se situe toujours dans l’euchromatine. L’œil est de couleur 
blanche et rouge. D’après Grewal et Elgin, (2002). 
 

d) Les modificateurs de PEV. 

La recherche de mutations modifiant l’intensité du phénomène de PEV du gène w a 

permis d’identifier deux types de régulateurs : les mutations diminuant le phénomène de PEV 

appelées Suppressor of variegation (Su(var)) et les mutations augmentant ce phénomène 

désignées Enhancer of variegation (E(var)). Le fait que les mutations dans les gènes identifiés 

comme Su(var) et E(var) altèrent le phénomène de PEV et que l’hétérochromatine est 

impliquée dans le phénomène de PEV, suggère que ces gènes ont un rôle dans 

l’établissement, le maintien ou la modification de la structure de la chromatine. Ainsi, la 

plupart des produits des gènes modifiant le phénomène de PEV sont des composants 

structuraux de l’hétérochromatine. Par exemple, le gène Su(var) 205 code une protéine 

appelée Heterochromatin-associated protéin 1 (HP1) qui est impliquée dans la propagation de 

l’hétérochromatine (James et Elgin, 1986; Eissenberg et al., 1990). Le produit du gène 

Su(var)3-7 est une protéine structurale de l’hétérochromatine associée physiquement à HP1 

(Cléard et al., 1997).  
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e) La régulation de la structure de la chromatine. 

L’étude des produits des gènes Su(var) et E(var) a permis de mieux comprendre la 

régulation des gènes par la structure de la chromatine. Différents éléments interviennent pour 

réguler la structure de la chromatine : 

• Les modifications covalentes de l’ADN comme la méthylation des cytosines. 

• Certaines histones possèdent des isoformes s’incorporant de façon identique au 

nucléosome. Ces isoformes appelées « variants » permettent de moduler 

l’accessibilité à l’ADN aux différents facteurs capables de se lier au 

nucléosome. 

• Certaines protéines sont capables de modifier les histones de manière post-

traductionnelle sur leur partie N-terminale non structurée et appelée queue des 

histones. Des méthylations, acétylations, phosphorylations, ubiquitinations de 

la queue des histones sont possibles (Figure.10). 

• Le nucléosome possède un rôle central dans la régulation de l’expression des 

gènes. Sa mobilité est nécessaire au remodelage de la chromatine 

accompagnant les étapes de transcription. A l’inverse, le maintien d’un 

arrangement régulier de nucléosomes empêche les facteurs impliqués dans la 

transcription d’accéder à l’ADN, assurant ainsi un état répressif de la 

chromatine. Des protéines sont capables de déplacer les nucléosomes pour 

rendre l’ADN accessible grâce à leur activité ATPasique. Ce sont les facteurs 

de remodelage de la chromatine. 

Les différentes modifications des histones déposées par un ensemble de protéines forment un 

code qui est interprété par d’autres protéines afin de réguler les processus liés à la structure de 

la chromatine : c’est l’hypothèse du code histone (Jenuwein et Allis, 2001). Par exemple, les 

protéines SU(VAR)3-9 et HP1 qui sont impliquées dans la propagation de l’hétérochromatine, 

possèdent des activités biochimiques liées au nucléosome. Ainsi, la protéine SU(VAR)3-9 fait 

partie des protéines dites Histone Methyl Transferase (HMT) qui sont capables de transférer 

des groupements méthyles sur la queue des histones. SU(VAR)3-9 méthyle la lysine 9 de 

l’histone H3 (H3K9me) (Czermin et al., 2001). Cette marque est ensuite reconnue par un 

domaine protéique particulier de la protéine HP1 appelé chromodomaine (pour Chromatin 

Modifier Organisation). Sans la marque H3K9me, il n’y a pas de fixation de la protéine HP1 

sur le nucléosome et la propagation de l’hétérochromatine est abolie (Bannister et al., 2001). 
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Figure 10 : Les différentes modifications post-traductionnelles des histones. Extrait de 
Zamudio et al., (2008). 
 

2. Les protéines PcG et TrxG remodèlent la chromati ne. 

L’analyse de l’activité biochimique des protéines PcG et TrxG a montré qu’elles 

étaient similaires à celles des produits des gènes Su(var) et E(var) (Tableau 1 et 2). L’une des 

premières protéines dont le rôle a été étudié est la protéine Pc. La séquence de la protéine Pc 

possède un chromodomaine similaire à 58% au chromodomaine de la protéine HP1 (Paro et 

Hogness, 1991). Il a été montré que le rôle du chromodomaine est de cibler les protéines Pc et 

HP1 sur la chromatine. Tandis que la protéine HP1 est localisée sur l’hétérochromatine, la 

protéine Pc est présente sur l’euchromatine (Messmer et al., 1992; Platero et al., 1995). 

L’identification du chromodomaine de Pc conduit Paro et ses collaborateurs à proposer une 

parenté fonctionnelle entre HP1 et Pc dans la mise en place d’une structure de la chromatine 

imperméable à la transcription.  
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Les protéines Enhancer of zeste (E(z)), Trx et ASH1 possèdent à un domaine SET 

(pour SU(VAR)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax) similaire à la protéine SU(VAR)3-9, qui 

permet de déposer des groupement méthyles sur la queue de l’histone H3. Appartenant au 

PcG, E(z) méthyle la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me) (Czermin et al., 2002; Müller et 

al., 2002; Cao et al., 2002) avec l’aide de la protéine Su(z)12. En l’absence de cette dernière, 

il n’y a plus de marque H3K27me3 (Chen et al., 2008). La protéine Trx méthyle la lysine 4 de 

l’histone H3 (H3K4me) (Roguev et al., 2001; Nagy et al., 2002). La protéine ASH1 méthyle 

l’histone H3 sur les lysines 3,4 et 9 (Beisel et al., 2002; Byrd et Shearn, 2003).  

Il existe d’autres modifications de la queue des histones qui sont déposées par les 

protéines PcG et TrxG telles que l’acétylation ou l’ubiquitination. La protéine CREB Binding 

Protein (CBP) possède une activité de transfert de groupement acétyle sur les histones 

notamment sur la lysine 8 de l’histone H4 (H4K8Ac) et la lysine 27 de l’histone H3 

(H3K27Ac) (Ludlam et al., 2002; Tie et al., 2009). La protéine PcG dRING possède une 

activité E3 ubiquitine ligase capable de déposer l’Ubiquitine sur la lysine 119 de l’histone 

H2A (H2AK119ub) (Cao et al., 2005; de Napoles et al., 2004; Wang et al., 2004a) et utilisant 

la protéine PSC comme un cofacteur (Lavigne et al., 2004).  

Si toutes ces protéines citées déposent des groupements chimiques sur les histones, 

d’autres sont capables d’enlever ces groupements. C’est le cas des histones déacétylases 

(HDAC) RPD3 et SIR2 faisant partie des PcG (Tie et al., 2003; Furuyama et al., 2004). Dans 

le cas des histones déméthylases, la protéine Little imaginal discs (Lid) enlève la méthylation 

H3K4me (Secombe et al., 2007) et la protéine UTX déméthyle la méthylation H3K27me 

(Smith et al., 2008).  

Les modifications des histones citées ont des effets répressifs ou activateurs de la 

transcription. Ainsi les modifications H3K27me3 et H2AK119ub sont associées à la 

répression des gènes Hox imposée par les protéines PcG (Wang et al., 2004a; Cao et al., 

2002). A l’inverse, l’acétylation des histones et la modification H3K4me3 sont associées au 

maintien de l’activation des gènes par les TrxG (Tie et al., 2009; Kim et al., 2005) (Voir 

Figure 10). L’analyse des profils des méthylations H3K27me3 et H3K4me3 sur le génome de 

la drosophile montre qu’elles sont quasiment exclusives (Schuettengruber et al., 2009). Papp 

et Müller ont analysé la relation entre H3K27me3 et H3K4me3 sur le gène homéotique Ubx à 

l’état activé et réprimé (Papp et Müller, 2006). A l’état réprimé, l’ensemble du gène Ubx est 

triméthylé sur l’H3K27 tandis qu’à l’état activé, H3K27me3 est présente en amont du gène 

mais pas sur le promoteur et les régions codantes. L’absence de H3K27me3 est confirmée par 

le fait que la protéine ASH1, responsable de la méthylation H3K4me3, puisse se fixer sur le 
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promoteur du gène Ubx. De plus, le fait que la protéine déméthylase UTX soit associée avec 

l’ARN Polymérase II (ARN Pol II) sur les gènes activement transcrits, confirme le fait que la 

méthylation H3K27me3 est strictement associée à la répression des gènes (Smith et al., 2008).  

 

 

Figure 11. Les modifications post-traductionnelles des histones associées au PcG et TrxG. 
Les protéines PcG et TrxG (en bleu) vont déposer des modifications sur les histones (en vert). 
Inspiré de Schuettengruber et al., (2007). 
 

 

Ces marques apposées sur les histones vont être interprétées par d’autres protéines 

PcG et TrxG. Le chromodomaine de la protéine Pc va reconnaître spécifiquement la marque 

H3K27me3 (Fischle et al., 2003). La protéine Extra Sex Combs (ESC) reconnaît également 

les méthylations en position H3K27 (Tie et al., 2007). Grâce à leur domaine Malignant Brain 

Tumour (MBT), les protéines Sex Comb on Midleg (SCM) et Scm-related gene containing 

four MBT domains (SFMBT) vont reconnaître les histones dont les lysines sont mono et di 

méthylées notamment en position H3K9 et H4K20 (Grimm et al., 2007, 2009). Les protéines 

Brahma (BRM), Polybromo et CBP possèdent un Bromodomaine qui permet la 

reconnaissance des histones acétylées (Mujtaba et al., 2007). Les protéines PcG et TrxG 
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présentent également des activités ATPase nécessaires au remodelage de la chromatine. Par 

exemple, la protéine PcG dMi-2 est une ATPase de type CHD (Brehm et al., 2000) tandis que 

la protéine TrxG BRM est une ATPase de type SWI2/SNF2 (Tamkun et al., 1992). 

E. Les complexes PcG et TrxG . 

1. Les complexes PcG . 

Plusieurs données génétiques suggèrent que les protéines PcG forment des complexes 

multimériques. Premièrement, la forte augmentation du nombre de transformations 

homéotiques chez un double mutant perte de fonction PcG par rapport au mutant simple 

indique une action synergique des protéines PcG (Jurgens, 1985). De plus, les protéines PcG , 

notamment PC et Polyhomeotic (PH), possèdent de nombreux sites de fixation en commun 

sur les chromosomes polyténiques des glandes salivaires de larves de drosophile (DeCamillis 

et al., 1992). Les premières études biochimiques ont renforcé l’idée que les protéines PcG 

agissaient en complexes multiprotéiques. Par co-immunoprécipitation, il a été démontré que 

les protéines PC et PH interagissaient physiquement en faisant partie d’un même complexe 

(Franke et al., 1992). La purification des complexes PcG a confirmé ces premières études 

(pour revue (Grimaud et al., 2006b; Schwartz et Pirrotta, 2007). On connaît quatre complexes 

PcG : PRC1, dRAF, PRC2 et PHORC (Figure 12). 

a) Le complexe PRC1 

Le premier complexe identifié, nommé Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1), a 

une taille de 1 à 2 MDa (Shao et al., 1999). Le cœur du complexe est formé par les protéines 

PC, PH, Posterior Sex Combs (PSC) et dRING/Sex Combs Extra (Francis et al., 2001). Une 

trentaine d’autres protéines sont présentes dans le complexe PRC1 (Saurin et al., 2001). Parmi 

ces protéines, on peut citer le facteur de transcription spécifique Zeste (Z). Classé initialement 

comme une protéine TrxG, il est associé avec certaines protéines PcG sur des sites où la 

transcription est réprimée dans les glandes salivaires de larves (Laney et Biggin, 1992; 

Rastelli et al., 1993). Les protéines TATA Binding Protein Associated Factor (TAF) ont été 

également purifiées avec PRC1. Ce sont des sous-unités du facteur de transcription général 

TFIID. Elles sont présentes dans des complexes ayant une activité d’acétylation des histones 

(Albright et Tjian, 2000). Dans des cellules de drosophile en culture, les protéines PC et PH 

sont associées avec des facteurs de transcription généraux tel que la TATA Binding Protein 

(TBP) sur les promoteurs des gènes homéotiques (Breiling et al., 2001). Des expériences 
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montrent que la polymérase II (pol II) est en pause sur les promoteurs lorsque les gènes Hox 

sont à l’état réprimé. L’association entre PRC1 et les TAF aurait pour but de maintenir la pol 

II en pause (Chopra et al., 2009). La protéine chaperonne Heat shock protein cognate 4 

(HSC70-4) est aussi associée avec le complexe PRC1. Des mutations perte de fonction dans le 

gène Hsc70-4 augmentent le phénotype des mutants PcG (Mollaaghababa et al., 2001). De 

plus HSC70-4 interagit physiquement avec PH dans des cellules de drosophile en culture 

(Wang et Brock, 2003). HSC70-4 pourrait être nécessaire à l’assemblage du complexe PRC1. 

Le complexe Chromatine Associated Silencing Complex for Homeotics (CHRASCH) est 

apparenté à PRC1. Purifié à partir de cellules en culture, il contient en plus des protéines 

constituant le cœur de PRC1, la protéine Pipsqueak (PSQ) qui permet de fixer spécifiquement 

PRC1 à l’ADN (Huang et Chang, 2004). Le rôle du complexe PRC1 est d’établir un 

environnement chromatinien associé à la répression des gènes. 

b) Le complexe dRAF 

Récemment, un nouveau complexe a été purifié à partir de la protéine dRING : le 

complexe dRING Associated Factors (dRAF) (Lagarou et al., 2008). Associée à dRING et 

PSC, la protéine dKDM2 forme le cœur du complexe. Nouveau membre des PcG, dKDM2 

possède une activité déméthylase permettant d’enlever la marque H3K36me qui est associée à 

l’activation de la transcription. De plus, dKDM2 stimule l’activité ubiquitine ligase des 

protéines dRING et de son cofacteur PSC. Les protéines Megator et Ulp1 sont aussi associées 

à dRAF mais leur rôle n’a pas été analysé. Le rôle de dRAF est la déméthylation de H3K36 

puis l’apposition de la marque H2AK119ub par la protéine dRING. 

 

Figure 12 : Schéma des protéines cœur des complexes PcG indiquant leurs rôles 
biochimiques dans le maintien de la répression des gènes. 
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c) Le complexe PRC2 

Le complexe PRC2 ou ESC-E(z) a une taille de 600 kDa (Ng et al., 2000; Tie et al., 

2001). Le cœur du complexe contient les protéines E(z), ESC, Supressor of Zeste 12 

(Su(z)12) et NURF55. D’autres protéines sont associées avec un complexe PRC2 de plus 

grande taille (1Mda) telles que la protéine Polycomb like (PCL), les protéines histones 

déacétylase RPD3 et SIR2 (Tie et al., 2003; Furuyama et al., 2004) et la protéine HSC70-4 

(Nekrasov et al., 2007). A noter que dans la larve, la protéine PCL fait partie d’un nouveau 

complexe distinct de PRC1 et PRC2 (Savla et al., 2008). Le rôle du complexe PRC2 est de 

déposer les marques sur les histones associées à la répression des gènes et reconnues par le 

complexe PRC1.  

d) Le complexe PHORC. 

Bien que les protéines Pleihomeotic (Pho) et Pleihomeotic Like (PHOL). puissent 

interagir directement avec les complexes PRC1 (Mohd-Sarip et al., 2002) et PRC2 (Wang et 

al., 2004b), elles ne font pas partie de ces complexes. Par contre, Pho a été retrouvée dans 

deux autres complexes (Klymenko et al., 2006). L’un de ces complexes est associé avec le 

complexe de remodelage de la chromatine dINO80 qui n’est pas connu pour être impliqué 

dans le maintien de la répression par les PcG. Le second complexe, nommé PHORC, contient 

Pho et la protéine SFMBT. Le rôle du complexe PHORC est de reconnaître l’environnement 

chromatinien puis de recruter les complexes PcG sur leurs cibles. 

2. Les complexes TrxG 

De la même manière que les protéines PcG, les protéines TrxG s’organisent en 

complexes multimériques pour maintenir les gènes activés. Trois principaux complexes TrxG 

ont été caractérisés biochimiquement chez Drosophila melanogaster (Figure 13) : les 

complexes BRM, TAC1 et GAF-FACT. 

a) Le complexe BRM 

Le complexe Brahma (BRM) de 2 MDa est composé des protéines BRM, Moira 

(MOR), BAP111, OSA et SNF5-related gene 1 (Snr1) (Papoulas et al., 1998). Ce complexe 

est l’homologue du complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF caractérisé chez la 

levure (Collins et al., 1999). Chez la drosophile, le complexe BRM existe sous deux formes 

n’ayant pas la même distribution sur les chromosomes polyténiques et appelés BAP et PBAP 

(Mohrmann et al., 2004). Le complexe BAP est caractérisé par la présence de la protéine 
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OSA, tandis que le complexe PBAP contient les protéines Polybromo et BAP170 mais pas 

OSA. Le rôle des protéines OSA, Snr1et la protéine BAP111 serait de moduler les 

interactions entre le complexe BRM et la chromatine en les ciblant sur des cibles particulières 

(Marenda et al., 2003; Papoulas et al., 2001; Vázquez et al., 1999). Par exemple, il a été 

démontré que la protéine Snr1 peut cibler le complexe BRM sur des gènes spécifiques en 

intervenant dans des processus cellulaires particuliers (Zraly et al., 2003). Le rôle du 

complexe BRM est de déplacer les nucléosomes ce qui facilite l’accès à l’ADN pour les 

facteurs généraux de transcription. 

b) Le complexe TAC1 

Le second complexe TrxG est nommé Trithorax Acetylation Complex 1 (TAC1). 

D’une masse moléculaire de 1 MDa, il contient les protéines Trithorax, CREB Binding 

Protein (CBP) et l’antiphosphatase Set Binding Factor 1 (SBF1). Le complexe TAC1 va 

déposer des marques sur les histones liées à l’activation de la transcription. 

 

Figure 13 : Représentation schématique des complexes TrxG indiquant leurs rôles 
biochimiques dans le maintien de la répression des gènes. 
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d) Autres complexes TrxG 

Par tamisage moléculaire, Papoulas et ses collaborateurs ont montré qu’ASH1 et 

ASH2 sont respectivement présentes dans des complexes de masses moléculaires de 2 MDa et 

500 kDa. Les autres composants de ces deux complexes restent à caractériser (Papoulas et al., 

1998). ASH1 interagit génétiquement et physiquement avec la protéine CBP du complexe 

TAC1 (Bantignies et al., 2000) ce qui laisse à penser que le complexe ASH1 pourrait avoir 

une fonction redondante avec le complexe TAC1 (Déjardin et Cavalli, 2005).  

3. Autres complexes aidant les PcG et TrxG. 

Certains complexes de remodelage de la chromatine aident les complexes PcG et TrxG 

dans le maintien de l’expression des gènes. C’est le cas du complexe TIP60. Composé des 

protéines TIP60, Reptin, Domino, Enhancer of Polycomb et dMRG15, il est impliqué dans la 

répression des gènes homéotiques (Qi et al., 2006; Ruhf et al., 2001). Deux autres complexes 

de remodelage de la chromatine aideraient les protéines PcG et TrxG dans le maintien de 

l’expression des gènes. Les deux complexes contiennent la protéine Imitation SWI (ISWI) 

appartenant à la famille des ATPases SWI2/SNF2 (Tsukiyama et al., 1995). ISWI interagit 

avec la protéine ACF (ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor). Ce 

complexe intervient dans la répression impliquant les PcG (Fyodorov et al., 2004). Le second 

complexe interagissant avec ISWI est le complexe Nucleosome Remodeling Factor (NURF). 

Ce dernier est impliqué dans le maintien de l’activation de l’expression des gènes 

homéotiques avec les TrxG. Il est composé des protéines ISWI (Imitation SWI), NURF 301, 

NURF 55 (ou p55) et NURF38 (Badenhorst et al., 2002). La protéine p55 est aussi membre 

du complexe PRC2 (Müller et al., 2002).  
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F. Les activateurs des Polycomb et trithorax. 

Lors d’un crible génétique visant à identifier de nouveaux activateurs de la mutation 

perte de fonction du gène trxG ash1, Gildea et ses collaborateurs ont mis en évidence 

l’existence de gènes dont les produits agissent à la fois comme des PcG et TrxG (Gildea et al., 

2000). Plusieurs gènes initialement identifiés comme des PcG augmentent le phénotype du 

mutant ash1. Ce sont les gènes E(z), Enhancer of Polycomb (E(Pc)), additional sex combs 

(asx), Scm, Psc et Suppressor of zeste 2 (Su(z)2). Les auteurs proposent la création d’une 

nouvelle classe nommée Activateurs des Polycomb et trithorax ou Enhancers of trithorax and 

Polycomb (ETP) pour les gènes qui agissent comme un trxG ou un PcG selon la fonction 

considérée (Tableau 3). Depuis, d’autres gènes ont été identifiés comme des ETP : 

� Classé parmi les PcG, le gène pho est nécessaire au maintien de la répression 

du gène even skipped (eve) dans l’embryon puis au maintien de l’activation de ce même gène 

dans la larve (Fujioka et al., 2008). La protéine Pho est capable d’interagir physiquement avec 

les complexes PcG et le complexe BRM (Mohd-Sarip et al., 2002). 

� A l’inverse, zeste (z) a été identifié comme un trxG (Laney et Biggin, 1992). 

Puis des mutations z augmentant le phénotype de mutants PcG ont été décrites (Phillips et 

Shearn, 1990; Pelegri et Lehmann, 1994). La protéine Zeste interagit avec le complexe BRM 

(Kal et al., 2000) comme avec le complexe PRC1 (Mulholland et al., 2003). 

� C’est également le cas du gène Trithorax-like (Trl), codant la protéine GAF. 

Des mutations du gène Trl augmentent le phénotype des gènes PcG et trxG (Bejarano et 

Busturia, 2004). La protéine GAF, membre du complexe TrxG GAF-FACT, participe au 

recrutement des PcG (Mishra et al., 2001, 2003; Busturia et al., 2001; Poux et al., 2001b). 

� Le gène psq a des fonctions similaires au gène Trl dans la répression et dans 

l’activation des gènes homéotiques (Schwendemann et Lehmann, 2002). 

� Un mutant ban augmente les phénotypes mutants PcG et trxG (Faucheux et al., 

2003). La protéine Ban participe au recrutement des complexes PcG (Mishra et al., 2003). 

� Un allèle perte de fonction du gène corto augmente les phénotypes de type 

PcG et trxG (Lopez et al., 2001). La protéine Corto interagit physiquement avec les protéines 

E(z), ESC, PH, SCM impliquées dans les complexes de type PcG (Salvaing et al., 2003). 

� Le produit du gène dorsal switch protein 1 (dsp1) agit comme un TrxG ou un 

PcG selon la fonction considérée (Decoville et al., 2001) ce qui permet de classer ce gène 

parmis les ETP. 
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� Le gène grappa (gpp) est classé parmi les ETP. Un mutant du gène grappa 

(gpp), codant une histone méthyltransférase, montre des phénotypes caractéristiques des PcG 

ainsi que des trxG (Shanower et al., 2005) 

 

Tableau 3 : Les Protéines du groupe des activateurs des Polycomb et Trithorax (Enhancers 
of Trithorax and Polycomb) (ETP). Cette liste non exhaustive regroupe les protéines 
identifiées comme des ETP chez Drosophila melanogaster. 
 

Membres Abréviation 
Domaines 
Protéiques 

Fonctions Références 

Enhancers of 
zeste 

E(z) Domaine SET Méthyle H3K9 et H3K27 (Gildea et al., 2000) 

Enhancer of 
Polycomb 

E(Pc) - - (Gildea et al., 2000) 

Sex Comb on 
Midleg 

SCM 
Répétition MBT, 
domaine SAM 

Liaison aux histones 
methylées 

(Gildea et al., 2000) 

Posterior sex 
combs 

PSC Doigt RING Cofacteur de dRING (Gildea et al., 2000) 

Suppressor of 
zeste 2 

Su(Z)2 Doigt RING 
Homologue fonctionnelle 

de PSC 
(Gildea et al., 2000) 

additional sex 
combs 

ASX Doigt de zinc - (Gildea et al., 2000) 

Pleihomeotic Pho Doigt de zinc 
Recrute les complexes PcG 

et TrxG 
(Mohd-Sarip et al., 2002) 

GAGA factor GAF 
Domaine BTB-

POZ 
Recrute les complexes PcG 

et TrxG 
(Bejarano et Busturia, 

2004) 

Grappa Gpp Domaine DOT1 Méthylation des histones (Shanower et al., 2005) 

Zeste Z  
Recrute les complexes PcG 

et TrxG 
(Phillips et Shearn, 1990; 
Laney et Biggin, 1992) 

Pipsqueak PSQ 
Domaine BTB-

POZ 
Recrute les complexes PcG 

et TrxG 
(Schwendemann et 
Lehmann, 2002) 

Batman/Lola-like BAN 
Domaine BTB-

POZ 
Recrute les complexes PcG 

et TrxG 
(Faucheux et al., 2003) 

Corto - Chromodomaine Liaison aux histones (Lopez et al., 2001) 

Dorsal Switch 
Protein 1 

DSP1 Boîte HMG 
Recrute les complexes PcG 

et TrxG 
(Decoville et al., 2001) 

 

1. Le recrutement des protéines PcG et TrxG par les  ETP. 

Si on analyse l’activité biochimique des complexes PcG et TrxG, on remarque qu’ils 

n’ont pas d’activité de liaison à l’ADN. Pourtant les profils de fixation des protéines PcG et 

TrxG tels que Pc et Trx montrent que ces protéines se lient aux chromosomes sur des sites 

discrets et précis indiquant qu’elles sont recrutées de manière spécifique sur leurs gènes 
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cibles. Lorsque l’on s’intéresse au recrutement des PcG et TrxG sur la chromatine, deux 

questions sont posées. Premièrement, existe-t-il des séquences d’ADN spécifiques permettant 

le ciblage des complexes ? Deuxièmement, quels sont les facteurs capables de les recruter sur 

ces séquences particulières ?  

a) Les PRE/TRE 

Chez la drosophile, le recrutement des PcG et TrxG nécessite des séquences d’ADN 

régulatrices spécifiques appelées éléments de maintenance ou Polycomb/Trithorax Response 

Elements (PRE/TRE) (Brock et van Lohuizen, 2001 ; pour revue Ringrose et Paro, 2007). Les 

PRE/TRE sont des séquences cis-régulatrices qui ont été identifiées chez la drosophile par des 

études génétiques au sein des gènes homéotiques et des gènes engrailed et ph (Simon et al., 

1993; Chan et al., 1994; Fauvarque et Dura, 1993; Kassis, 1994). La taille de ces séquences 

varie de quelques centaines à plusieurs milliers de paires de bases. Les PRE ont été identifiés 

et définis essentiellement de manière fonctionnelle au cours d’expériences de transgénèse 

(Figure 14).  

Les PRE sont définis par les critères suivants: 

• Les PRE induisent la répression du gène rapporteur placé à leur voisinage. Le profil de 

répression maintenu tout au long du développement est perturbé en contexte mutant 

PcG (Kassis et al., 1991; Fauvarque et Dura, 1993).  

• L’insertion d’un transgène contenant un PRE crée un nouveau site de fixation des 

protéines PcG sur les chromosomes polytènes de glandes salivaires de larves 

transgéniques (Zink et Paro, 1995). 

• La répression du gène rapporteur est plus forte si le transgène est présent à l’état 

homozygote. Ce phénomène, observé avec la plupart des PRE, est appelé « Pairing 

Sensitive Silencing » PSS (Kassis et al., 1991). Le PSS se produit aussi si les deux 

transgènes sont insérés à différents sites dans le génome. Cela démontre l’existence de 

régulation en trans (Figure 14). 

• Les PRE/TRE peuvent maintenir la répression comme l’activation des gènes. Lorsque 

l’on induit expérimentalement une activation du gène rapporteur, le PRE/TRE 

maintient l’état activé (Cavalli et Paro, 1998, 1999). Les PRE et les TRE sont distincts 

mais ils sont physiquement très proches (Tillib et al., 1999). 
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Figure 14 : Le phénomène de « Pairing Sensitive Silencing ». (a) Le transgène ( symbolisé 
par les pied de l’élément P (P)) possède une séquence Polycomb Response Element (PRE) 
réprimant le gène mini-white responsable de la couleur de l’œil. (b) A l’état hétérozygote, la 
répression du gène mini-white par les PcG fixées sur les PRE est faible. (c) A l’état 
homozygote, la répression de mini-white par le PRE est importante. La répression due aux 
PcG est plus forte lorsque le transgène est présent en deux copies. Ce phénomène est appelé 
le Pairing Sensitive Silencing (PSS). 
 

A l’heure actuelle, il n’y a pas de réelle distinction entre les PRE et les TRE. Par 

exemple, le PRE/TRE Fab-7 est une séquence frontière du complexe Bx-C situé entre les 

zones de régulations iab 6 et iab 7 et réprimant la zone iab 6 lorsqu’elle ne doit pas être active 

(Gyurkovics et al., 1990). La délétion de cette zone de régulation entraîne la transformation 

du segment A6 en segment postérieur A7 ce qui est dû à une forte expression du gène abd-B 

dans le parasegment 11 similaire au niveau normalement exprimé dans le parasegment 12. De 

plus la fonction de répression de Fab-7 est dépendante du produit du gène Pc (Busturia et 

Bienz, 1993) ce qui classe Fab-7 parmi les PRE. A contrario, le fait que, suite à une seule 

activation de la transcription du gène rapporteur lors de l’embryogénèse, le même Fab-7 

permet le maintien de l’activation tout au long de la vie de la drosophile (Cavalli et Paro, 

1998), classe l’élement Fab-7 comme un TRE. Techniquement, rien ne permet de distinguer 

le PRE du TRE. C’est pourquoi le terme Module de Mémoire Cellulaire (CMM) ou PRE/TRE 

est utilisé. 

a 

b 

mini-white PRE P P 

   

Transgène à l’état hétérozygote Transgène à l’état homozygote 

   

   

c 

Faible répression du gène mini-white Forte répression du gène mini-white 
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b) Le comité de recrutement des complexes PcG et TrxG. 

Bien que certains complexes TrxG (GAF-FACT) et PcG (PHORC et CHRASCH) ont 

la capacité de se lier de manière séquence spécifique au PRE/TRE, la plupart ne l’ont pas. 

Comment ces complexes vont-ils être recrutés in vivo sur les PRE/TRE ? Un ensemble de 

protéines, capables de se fixer à l’ADN et interagissant aussi bien avec les complexes PcG 

que TrxG, permet le ciblage de ces complexes sur les PRE/TRE (pour revue Müller et Kassis, 

2006). 

Les protéines Pho et PHOL, membres du complexe PHORC (Klymenko et al., 2006) 

se fixent spécifiquement sur la séquence GCCATTTT in vitro et in vivo (Brown et al., 1998, 

2003; Schuettengruber et al., 2009). Lorsque l’on mute ce site de fixation, la répression par 

les protéines PcG diminue de la même manière que si la protéine Pho est absente (Brown et 

al., 1998; Mishra et al., 2001; Busturia et al., 2001). Par exemple, la mutation des sites de 

fixation de Pho sur le PRE bxd abolit la répression de la transcription du gène Ultrabithorax 

dans les disques imaginaux (Fritsch et al., 1999). Pho interagit aussi bien avec les complexes 

PRC1 et PRC2 qu’avec le complexe BRM (Poux et al., 2001a; Mohd-Sarip et al., 2002). 

L’étude de la fixation de la protéine Pho sur le génome de la drosophile a confirmé qu’elle 

joue un rôle d’ETP en étant présente avec les protéines PH et PC sur tous les PRE/TRE, mais 

également avec les protéines PHOL et Trx sur des promoteurs des gènes (Schuettengruber et 

al., 2009). Même si Pho et PHOL ont des fonctions redondantes (Brown et al., 2003), PHOL 

se fixe préférentiellement sur des gènes où la transcription est active. 

La protéine GAF qui a la capacité de se fixer à la séquence (GA)n (Biggin et Tjian, 

1988), est un ETP participant au recrutement des PcG et des TrxG (Pour revue Adkins et al., 

2006; Lehmann, 2004). GAF interagit avec la protéine Trx et les complexes PRC1 et PRC2 

pour les recruter sur les PRE/TRE. Par exemple, le PRE bxd régulant le gène homéotique Ubx 

possède des sites (GA)n reconnus par GAF. En supprimant ces sites, on empêche la fixation 

des complexes PcG et de Trx sur le PRE bxd (Horard et al., 2000; Poux et al., 2001b, 2002). 

Physiquement, la protéine GAF a besoin de cofacteurs pour interagir avec PRC1 et PRC2. 

L’un de ces cofacteurs pourrait être la protéine CORTO qui interagit directement avec GAF 

dans le recrutement des complexes PRC1 et PRC2 (Salvaing et al., 2003). Un autre cofacteur 

est la protéine Ban qui coimmunoprécipite avec GAF dans des extraits nucléaires d’embryons 

(Faucheux et al., 2003). De même, PSQ, qui est capable de se fixer à la séquence (GA)n, aide 

la protéine GAF dans sa fonction de recruteur (Lehmann et al., 1998). Les protéines GAF, 

Ban montrent une majorité de sites de fixation communs sur les chromosomes polyténiques 
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(Faucheux et al., 2003; Schwendemann et Lehmann, 2002) tandis que moins de 70% des sites 

de fixation de PSQ sont communs avec les sites de fixation de GAF (Théodore, 

Communication personnelle). Par exemple, ces trois protéines se lient au PRE/TRE bxd 

(Faucheux et al., 2003; Huang et al., 2002). Lehmann propose un modèle où GAF, PSQ et 

Ban font partie d’un même complexe pour recruter les complexes PcG et TrxG (Lehmann, 

2004). De plus, GAF, membre du complexe GAF-FACT (Shimojima et al., 2003) a la 

possibilité d’interagir avec le complexe NURF (Badenhorst et al., 2002; Xiao et al., 2001). 

Ces deux complexes ont la capacité de déplacer le nucléosome. Puisqu’in vivo, les PRE/TRE 

où se fixent GAF et ZESTE sont composés de peu d’histones par rapport au reste du génome 

(Mito et al., 2007), le rôle de GAF et de ses partenaires serait de faciliter le recrutement des 

complexes PcG ou TrxG en déplaçant les nucléosomes (Mahmoudi et al., 2003).  

La protéine Zeste se lie au motif YGAGYG (Benson et Pirrotta, 1988). Bien que la 

protéine Zeste soit exprimée de manière ubiquitaire dans l’embryon, le gène zeste est non 

essentiel pour la survie de la drosophile car les drosophiles porteuses d’une mutation nulle 

pour ce gène sont viables et fertiles. De plus, ce mutant ne montre pas de phénotype de type 

PcG (Goldberg et al., 1989). Pourtant, certains PRE/TRE contiennent la séquence consensus 

de fixation de Zeste. Par exemple, Zeste se fixe au promoteur Ubx quel que soit l’état 

d’activation. Les sites de fixation de Zeste sont nécessaires à la répression par les PcG d’un 

transgène Ubx (Hur et al., 2002) et permettent de recruter les complexes PcG et TrxG. Ainsi 

la protéine Zeste interagit avec le complexe PRC1 (Saurin et al., 2001) en facilitant 

l’inhibition par PRC1 de l’activité du complexe de remodelage de la chromatine BRM 

(Mulholland et al., 2003). A contrario, la mutation des sites de fixation de Zeste sur le 

PRE/TRE Fab-7 n’altère pas le recrutement des PcG (Déjardin et Cavalli, 2004). In vitro, 

Zeste interagit avec le complexe BRM via un contact physique avec les protéines MOR et 

OSA (Kal et al., 2000). In vivo, il est démontré que Zeste recrute le complexe BRM pour 

maintenir l’activation du gène rapporteur sous le contrôle du PRE/TRE Fab-7 (Déjardin et 

Cavalli, 2004). Le fait que zeste ne soit pas un gène essentiel pour la viabilité suggère qu’un 

ou plusieurs autres gènes peuvent assurer sa fonction. Il est établi que, dans le maintien de 

l’activation du gène Ubx, GAF et Zeste assurent une fonction redondante (Laney et Biggin, 

1996). 

Le gène grainyhead (grh) (connu également NTF-1 ou ELF-1) code un facteur de 

liaison à l’ADN (Hayashi et al., 1999). Les mutations dans le gène grh sont létales mais les 

embryons ne montrent pas de dérégulation du gène homéotique Ubx (Bray et Kafatos, 1991). 

Pourtant, un certain nombre d’expériences indique que GRH participe à la régulation des 
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gènes Hox. Premièrement, GRH active la transcription du promoteur Ubx in vitro (Dynlacht et 

al., 1989). Deuxièmement, Blastyak et ses collaborateurs ont montré que GRH interagit in 

vitro physiquement avec la protéine Pho et que cette interaction facilite leur fixation sur le 

PRE/TRE iab 7. De plus, un mutant perte de fonction grh augmente le phénotype dû à une 

mutation dans le gène sex combs extra codant la protéine dRING. Les auteurs concluent que 

GRH permettrait de cibler spécifiquement et plus efficacement le complexe PRC1. 

En étudiant le PRE/TRE du gène engrailed, Americo et ses collaborateurs ont 

découvert une séquence nécessaire au bon fonctionnement du PRE/TRE mais aucune protéine 

connue ne se liait à cette séquence (Americo et al., 2002). En alignant les séquences des PRE 

connus, ils ont découvert qu’une séquence consensus RRGGYG est présente dans de 

nombreux PRE/TRE. Finalement, ils ont identifié que cette séquence permet la fixation de 

protéines appartenant à la famille SP1/KLF (Krüppel-Like Factor). La fonction de cette 

famille de protéines est complexe car elles peuvent soit réprimer soit activer les gènes. Chez 

la drosophile, dix membres de cette famille sont connus, mais seulement quatre sont bien 

caractérisés (buttonhead, Sp1, huckebein et cabut). Les mutants de ces gènes ne montrent pas 

de phénotypes homéotiques ce qui laisse à penser que ces protéines ne sont pas impliquées 

dans le recrutement des PcG et les TrxG au moins sur les gènes homéotiques. Néanmoins, la 

présence du site consensus de fixation dans de nombreux PRE indique que cette famille serait 

impliquée dans le recrutement des complexes PcG et TrxG (Brown et al., 2005). En faveur de 

cet argument, lorsque l’on inclut la séquence consensus RRGGYG fixée par les protéines 

SP1/KLF dans les algorithmes de prédiction des PRE/TRE, le nombre de PRE/TRE déjà 

identifié est augmenté (Fiedler et Rehmsmeier, 2006). 

La protéine Dorsal Switch Protein 1 (DSP1) est aussi impliquée dans le recrutement 

des PcG en se fixant sur la séquence GAAAA (Déjardin et al., 2005). Son rôle exact sera 

développé dans le chapitre qui lui est consacré. 

L’identification des protéines capables de se lier à l’ADN et de leurs séquences a 

permis de mieux comprendre ce qui définissait un PRE (Figure 15). Une analyse 

bioinformatique prenant en compte la séquence des PRE connus avec les sites des protéines 

Pho/PHOL, GAF et Zeste a permis d’identifier 167 PRE dans le génome de la drosophile 

(Ringrose et al., 2003). Cette analyse a montré que les différents motifs Pho/PHOL, GAF et 

Zeste sont présents en nombre important dans le génome. Mais la présence de ces motifs ne 

garantit pas la présence d’un PRE/TRE. C’est l’organisation et le nombre de ces motifs qui 

vont définir le PRE/TRE (voir chapitre suivant). 
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Figure 15 : Les séquences présentes dans les PRE/TRE où se fixent les protéines ETP (a) et 
l’organisation de ces motifs dans les PRE/TRE Fab-7 et du gène engrailed (en) (b). Extrait de 
Ringrose et Paro, (2007). 

c) Fixation des protéines PcG et TrxG sur le génome. 

Les techniques d’immunoprécipitation de la chromatine pontée ou Chromatin 

ImmunoPrecipitation (ChIP) et de DNA adenine methyltransferase identification (DamID) 

couplées avec les puces à ADN (chip), ont permis d’étudier la fixation des protéines PcG et 

TrxG sur le génome en identifiant leurs cibles (Figure 16) (Nègre et al., 2006; Schwartz et al., 

2006; Tolhuis et al., 2006; Schuettengruber et al., 2009).  

 

 
Figure 16 : Profils de fixation des protéines DSP1, Pc, Ph et de la marque H3K27me3 dans 
la région du gène Scr chez Drosophila melanogaster. Extrait des expériences de ChIP on 
Chip publié dans Schuettengruber et al., (2009). 
 

a) Les motifs présents dans les PRE/TRE b) Organisation des motifs dans les 
PRE/TRE Fab-7 et en 

DSP1 
 
 
 
Ph 
 
 
 
 
Pc 
 
 
 
H3K27me3  
 



 42 

Ces études effectuées sur des cellules ou des embryons de drosophiles ont montré que 

les protéines PcG et TrxG se fixent principalement au niveau des PRE/TRE sur de 

nombreuses cibles sur le génome mais qu’elles ne sont pas des régulateurs généraux. Par 

exemple, Tholuis et ses collaborateurs ont montré que les protéines Pc, ESC et dRING sont 

présentes ensemble sur plus de 150 régions dans le génome des cellules Kc de drosophile 

(Tolhuis et al., 2006). L’étude réalisée par Schuettengruber et ses collaborateurs montre que 

la protéine Pc se fixe sur 2110 sites dans le génome de l’embryon de drosophile ce qui 

correspond à plus de 200 gènes régulés par cette protéine. (Schuettengruber et al., 2009). La 

protéine Pc est la seule protéine se liant à de larges domaines bien corrélés avec ceux de la 

marque H3K27me3 (voir Figure 16). Inversement, la marque H3K4me3 est présente sur de 

nombreux sites de fixation de la protéine Trx. Chez la drosophile, les marques H3K4me3 et 

H3K27me3 sont presque mutuellement exclusives puisque seule 6,5 % des sites sont partagés 

par les marques H3K4me3 et H3K27me3 (Schuettengruber et al., 2009).  

L’analyse de la fixation des protéines PcG et TrxG sur le génome de la drosophile a 

permis de mieux comprendre le recrutement des PcG et TrxG au niveau des PRE/TRE et des 

recruteurs. Certains PRE/TRE prédits ne sont pas des cibles des PcG et TrxG. 

Réciproquement, entre 73 et 94% des sites de fixation des protéines PcG in vivo n’ont pas été 

prédits par l’analyse bioinformatique. Parmi les 39 PRE/TRE prédits étudiés par Tolhuis, 

seuls 12 étaient réellement la cible des PcG (Tolhuis et al., 2006). Cela reflète le fait que 

l’analyse bioinformatique avait été faite avant la découverte d’autres protéines recrutant les 

PcG et TrxG. La prise en compte des séquences consensus de fixation des protéines DSP1 et 

SP1/KLF dans l’analyse bioinformatique augmente le nombre de PRE/TRE prédits et déjà 

validés expérimentalement (Fiedler et Rehmsmeier, 2006). De plus, les PRE/TRE peuvent 

être spécifiques à certaines lignées cellulaires. Par exemple, lors de la différenciation des 

cellules germinales mâles en spermatozoïdes, trois gènes responsables de cette différenciation 

sont des cibles des protéines PcG et TrxG (Chen et al., 2005) qui n’avaient pas été détectées 

dans les études sur les cellules et les embryons de drosophile. 

Les profils de fixation des protéines de liaison à l’ADN Pho, PHOL, GAF, DSP1 et 

Zeste sur le génome de la drosophile ont été déterminés (Kwong et al., 2008; Oktaba et al., 

2008; Schuettengruber et al., 2009). Le fait que la protéine Pho soit présente sur toutes les 

cibles fixées par les protéines PcG Pc et Ph, indique que la présence de Pho est essentielle 

pour la répréssion des gènes par les PcG. En comparant les motifs de fixation dans les régions 

où Pho et Pc sont associées et dans les zones où Pho est seule, Kwong et ses collaborateurs 

ont identifié des motifs de fixation particuliers spécifiques à Pho dans les régions où Pho n’est 
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pas associée à Pc. Cela suggère que certaines séquences de fixation à la protéine Pho sont plus 

favorables au recrutement des PcG (Kwong et al., 2008). Une très large partie des sites de 

fixation des protéines Pho et PHOL n’est pas corrélée avec la fixation des protéines PcG. Ce 

constat est le même pour les protéines GAF, DSP1 et Zeste. Ce résultat confirme le fait que ce 

n’est pas la présence mais le nombre de motifs et leur organisation qui vont définir le 

PRE/TRE (Figure 14b) (Ringrose et Paro, 2007). De surcroît, d’autres protéines capables de 

se lier à l’ADN et de recruter les protéines PcG et TrxG pourraient être découvertes. En effet, 

Hauenschild et ses collaborateurs ont étudié les séquences PRE dans le génome de quatre 

espèces de drosophiles : D. melanogaster, D. simulans, D. yakuba et D. pseudoobscura. Ils 

ont montré que les séquences les plus conservées au sein PRE des quatre espèces sont 

dépourvues de sites de fixation aux protéines Pho, GAF, DSP1 et Zeste. Puisque la 

conservation de ces séquences au cours de l’évolution semble démontrer leur importance 

biologique, ces séquences doivent contenir des sites de fixation pour des protéines encore 

inconnues (Hauenschild et al., 2008). Une autre étude publiée recemment vient appuyer cette 

idée. De plus Schuettengruber et ses collaborateurs ont identifié 3 motifs surreprésentés dans 

les PRE/TRE auxquels aucune protéine connue ne se fixe (Schuettengruber et al., 2009). A 

l’heure actuelle, il n’y a pas de définition claire d’un PRE/TRE et des motifs qui sont 

nécessaires pour les définir ce qui laisse à penser que d’autres éléments que la séquence et les 

protéines recruteur doivent être pris en compte. L’un de ces éléments pourrait être le fait que 

la reconnaissance des PRE se ferait non par une spécificité de séquence mais par une 

spécificité de structure. Au niveau des PRE/TRE, l’ADN adopterait des structures 

particulières qui seraient reconnues spécifiquement par les protéines recruteur des PcG et 

TrxG. Afin de valider cette hypothèse, il faudrait s’intéresser à la structure des PRE/TRE. 

2. Choix entre la répression et l’activation. 

Les PRE/TRE sont des séquences d’ADN fonctionnelles où les protéines séquences 

spécifiques participent au recrutement des protéines PcG ou TrxG. Quels sont les moyens de 

recruter les complexes TrxG plutôt que PcG et inversement ? Plusieurs hypothèses sont 

avancées concernant le choix de la répression ou de l’activation.  

a) Marque épigénétique et recrutement des PcG et TrxG. 

L’une des possibilités est la mise en place de marques épigénétiques spécifiques 

permettant de recruter les PcG ou les TrxG sur leurs cibles. Les régions du génome régulées 

par les PcG et les TrxG sont associées au remplacement de l’histone H3 par son variant 
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l’histone H3.3 (Mito et al., 2007). La marque H3K27me3 est associée à la répression due au 

PcG tandis que la méthylation H3K4me3 est associée au maintien de l’activation par les TrxG 

(Schuettengruber et al., 2007). Chez les mammifères, l’expression des déméthylases 

spécifiques de H3K27me3 UTX et JMJD3 conduit à l’abolition de la répression par les PcG 

(Agger et al., 2007). Les modifications des histones seraient le signal du recrutement des PcG 

ou bien des TrxG selon le contexte. Cette hypothèse est remise en cause par Kahn et ses 

collaborateurs (Kahn et al., 2006). L’expression d’un gène rapporteur white placé sous le 

contrôle du PRE bxd est considérablement réduite. En bloquant l’extension de la marque 

H3K27me3 par ajout d’une séquence issue de « l’insulateur » gypsy Su(Hw), la répression 

due aux PcG est abolie mais pas la fixation des protéines Pc, E(z) et PSC. Ces expériences 

montrent que la méthylation H3K27me3 ne serait pas responsable du recrutement des PcG 

mais qu’elle aurait un rôle plus direct dans le maintien de la répression. 

b) Le recrutement des PcG et des TrxG dépend de 

l’activité transcriptionnelle. 

Un même élément PRE/TRE est capable de maintenir les gènes réprimés ou activés. 

Par exemple, le PRE/TRE Fab-7 est capable de maintenir la répression d’un transgène mini-

white par les PcG. Mais il est aussi capable de maintenir l’activation du même transgène par 

les TrxG lorsque la transcription de mini-white est activée lors de l’embryogénèse (Cavalli et 

Paro, 1998). Ces expériences suggèrent que les PRE/TRE sont réprimés par défaut. Leur état 

activé est dépendant d’une activation précoce du site de transcription qu’ils régulent 

(Klymenko et Müller, 2004; Sengupta et al., 2004). Plusieurs études démontrent que les PcG 

et TrxG sont présents constitutivement sur les PRE/TRE quel que soit l’état du gène. Ainsi, 

Papp et Muller ont montré par des expériences de ChIP que les protéines des complexes 

PRC1, PRC2, PHORC et la protéine Trx étaient présentes sur les PRE du gène Ubx dans les 

disques imaginaux d’ailes (où Ubx est réprimé) et d’haltères (où Ubx est activé) (Papp et 

Müller, 2006). En triant les cellules embryonnaires exprimant le gène Ubx, Petruk et ses 

collaborateurs ont démontré que le complexe TAC1 est présent quel que soit l’état du gène 

Ubx (Petruk et al., 2006). La différence observée entre l’état activé et l’état réprimé se ferait 

sur la quantité de protéines PcG et TrxG fixées sur les PRE/TRE. Ainsi Pc et Pho sont 

toujours présentes sur les PRE/TRE mais en de plus faible quantité lorsque les gènes 

homéotiques sont activés (Kwong et al., 2008). A contrario, certaines protéines TrxG sont 

recrutées spécifiquement lors de l’état activé telle la protéine ASH1 qui est présente 

seulement lorsque Ubx est actif (Papp et Müller, 2006). 
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Sur les chromosomes polyténiques de glandes salivaires de larves de 3ème stade, 

l’insertion d’un transgène où white est sous le contrôle du PRE/TRE bxd crée un site 

ectopique de liaison des protéines PcG et TrxG. Lorsque Trx est fixée sur ce transgène, les 

protéines Pc, Ph et E(z) en sont absentes et inversement ce qui laisse penser que la fixation 

des PcG ou des TrxG semble exclusive au moins sur les chromosomes polyténiques (Petruk et 

al., 2008). Les différences observées entre ces expériences pourraient être dues à une 

différence technique (ChIP vs Immunolocalisation) ou de type cellulaire. L’une des 

possibilités afin d’expliquer les différences observées entre ces expériences proviendrait 

d’une étude récente sur la protéine Trx (Schuettengruber et al., 2009). La protéine Trx 

possède cinq isoformes avec une partie C-terminale conservée et une partie N-terminale 

variable (Sedkov et al., 1994). En outre, la protéine Trx est scindée par protéolyse en deux 

parties C-terminale (Trx-C) et N-terminale (Trx-N). La fonction de ces deux parties n’avait 

pas été étudiée (Kuzin et al., 1994). Les études présentées ici ne tiennent pas compte de ce fait 

et présentent la protéine Trx comme une seule et même entité. Or Schuettengruber et ses 

collaborateurs distinguent deux rôles différents pour Trx-C et Trx-N. A l’aide d’anticorps 

dirigés spécifiquement contre l’une ou l’autre des parties de la protéine Trx, ils ont étudié les 

profils de fixation des protéines Trx-C et Trx-N sur le génome d’embryon de drosophile. La 

protéine Trx-N n’est pas fixée sur les PRE tandis que Trx-C est fortement associée sur les 

PRE avec les protéines PcG. L’activité de Trx est certainement modulée en fonction des 

isoformes présentes et de la coupure protéolytique. Possiblement, des isoformes de la protéine 

Trx pourraient être associées aux PcG tandis que d’autres seraient associées aux TrxG. Un 

manque d’expression des isoformes associées au PcG dans un tissu tel que les glandes 

salivaires conduirait à observer que la protéine Trx n’est pas associée constitutivement sur les 

PRE/TRE. Ces nouvelles données devraient amener à reconsidérer les expériences sur la 

protéine Trx.  

Une combinaison des protéines ETP capables de se lier à l’ADN pourrait recruter les 

protéines PcG et TrxG selon l’activité transcriptionnelle précédemment déterminée. Si le gène 

cible du PRE/TRE est réprimé, les protéines ETP recrutent majoritairement les complexes 

PRC1, PRC2 et PHORC en grande quantité grâce à la présence d’une forte concentration de 

protéines Pho. Cela permet le recrutement de la protéine SFMBT (qui associée à Pho forme le 

complexe PHORC) qui semble être associée majoritairement à la répression (Oktaba et al., 

2008). De manière concomitante, les complexes PRC1 et PRC2 sont recrutés en grande 

quantité sur le PRE/TRE tandis que la protéine Trx-C est faiblement recrutée (Petruk et al., 

2007; Kwong et al., 2008). La présence de la protéine Trx-C permettrait un recrutement des 
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TrxG plus efficace en cas de changement de l’état transcriptionnel du gène cible. Si le gène 

cible est activement transcrit, les protéines ETP vont recruter majoritairement les complexes 

TrxG sur les PRE/TRE. La faible quantité de la protéine Pho et la grande quantité d’autres 

protéines ETP (peut être GAF) recrutent la protéine Trx-C. La forte concentration de la 

protéine Trx-C permet le recrutement des complexes TrxG spécifiques de l’activation tels que 

la protéine ASH1 ou CBP. Néanmoins, les complexes PRC1 et PRC2 sont recrutés faiblement 

(Papp et Müller, 2006). De la même façon que pour la protéine Trx-C, la présence des 

complexes PRC1 et PRC2 à l’état activé assure une capacité de réaction pour le cas où le gène 

cible serait réprimé. Dans le cas du choix du recrutement des protéines PcG ou TrxG, je 

présente le modèle présenté dans la figure 17 qui résume les données du chapitre. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17 : Modèle de recrutement des protéines PcG et TrxG sur les PRE/TRE. Les 
protéines PcG et TrxG sont recrutées sur les PRE/TRE par les protéines ETP capables de se 
lier à l’ADN  telle que Pho, PHOL (PL), Zeste (Z), GAF, PSQ, DSP1 (D) et SP1/KLF (S). (a) 
Lorsque le gène cible du PRE/TRE est réprimé, c’est la quantité de protéine Pho et la 
présence de la protéine SFMBT qui déterminent le recrutement des protéines PcG. Mais la 
protéine Trx-C est présente en faible quantité. (b) Lorsque le gène cible est activé, c’est la 
quantité de protéine ETP à sensibilité TrxG (tels GAF) qui va recruter en grande quantité de 
la protéine Trx-C. Ensuite la protéine Trx-C permet l’ancrage de protéine TrxG spécifique 
comme ASH1. Néanmoins une petite quantité de complexe PRC1 et PRC2 est recrutée. 
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G. Les Protéines PcG/TrxG et les ARNs non codants  

Un certain nombre d’ARN non codants transcrits dans les PRE/TRE des complexes 

Antp-C et Bx-C ont été découverts (Tableau 4) (Brock et al., 2009; Hekimoglu et Ringrose, 

2009). Par exemple, les ARNnc sont transcrits dans les séquences régulatrices du complexe 

BxC (Sánchez-Herrero et Akam, 1989; Bae et al., 2002). Certains de ces ARNnc 

interviennent dans le maintien de l’expression des gènes homéotiques avec les protéines PcG 

et TrxG. 

 

Tableau 4 : Les ARNs non codants exprimés dans les PRE/TRE du complexe Bithorax. 
Corrélation avec le gène régulé : la corrélation spatiale indique que l’expression de l’ARNnc 
a été identifiée par hybridation in situ. Extrait de Hekimoglu et Ringrose, (2009). 
 

Nom du 
PRE/TRE 

Gène 
régulé 

Situation 
relative par 

rapport au gène  

Corrélation avec 
le gène régulé Expression Référence 

iab8 Abd-B En aval co-expression 
Cellules Kc et 

SF4 
Beisel et al., 

2007 

Fab-7 Abd-B En aval spatiale Embryon 2–6 h 
Manak et al., 

2006 

   spatiale 
Cerveau des 

Larves 
Schmitt et al., 

2005 

iab6 Abd-B En aval spatiale Embryon 2–6 h Bae et al., 2002 

MCP Abd-B En aval spatiale Embryon 2–6 h 
Beisel et al., 

2007 

iab4 abd-A En amont spatiale Embryon 2–6 h Bae et al., 2002 

iab3 abd-A Sur le promoteur spatiale Embryon 2–6 h Bae et al., 2002 

iab2 abd-A Sur le promoteur spatiale Embryon 2–6 h Bae et al., 2002 

bxd Ubx En amont opposée Embryon 2–6 h 
Petruk et al., 

2006 

   spatiale 
Cerveau des 

Larves 
Schmitt et al., 

2005 

bxd TRE 1, 
2, 3 Ubx En amont co-expression 

Disque imaginal 
de patte T3 
chez la larve 

Sanchez-Elsner 
et al., 2006 

 

De nombreuses études suggèrent que la transcription d’ARNnc à travers les PRE/TRE 

jouerait un rôle dans le changement d’un état réprimé vers un état activé (Rank et al., 2002; 

Hogga et Karch, 2002). Dans ces expériences, un gène rapporteur mini-white est mis sous le 

contrôle d’une séquence PRE/TRE et d’un promoteur heatshock. En absence de choc 

thermique, le gène rapporteur est réprimé par le PRE/TRE. Si le gène rapporteur est activé par 
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choc thermique au cours de l’embryogénèse, le PRE/TRE maintient cette activation tout au 

long de la vie de la drosophile (Cavalli et Paro, 1999). La transcription est donc essentielle au 

maintien de l’activation. Paro et ses collaborateurs ont découvert que le maintien de 

l’activation dépend de l’activation de la transcription dans le PRE/TRE lui-même. Ils ont 

détecté la présence d’ARNnc transcrit à travers les PRE/TRE bxd, Mcp (Miscadastral 

Pigmentation), et Fab-7 dans l’embryon (Rank et al., 2002) et la larve (Schmitt et al., 2005). 

L’expression de ces ARNnc est corrélée avec l’expression des gènes qu’ils régulent. Les 

auteurs de ces deux études suggèrent que la transcription de ces ARNnc permet le maintien de 

l’activation des gènes HOX. L’année suivante, Mazo et ses collaborateurs publient des 

résultats inverses aux précédents où la transcription des ARNnc permet la répression des 

gènes. Ils découvrent que les ARNnc bxd sont exprimés dans les cellules embryonnaires où 

Ubx est réprimé (Petruk et al., 2006). Des résultats similaires pour les ARNnc transcrits dans 

les PRE/TRE iab et dans le gène abd-A sont obtenus (Petruk et al., 2007). L’expression de ces 

ARNnc, dépendante de protéines Trx et ASH1, se fait dans le blastoderme syncytial avant les 

gènes qu’ils régulent. Ils proposent un modèle d’interférence transcriptionnelle pour expliquer 

les résultats (Figure 18) (voir revue Mazo et al., 2007). Dans le modèle présenté, les protéines 

TrxG vont faciliter le recrutement de l’ARN polymérase sur le PRE/TRE. L’ARN Pol II va 

transcrire la séquence du PRE/TRE et produire les ARNnc. Ce modèle reste simple car il 

élude la question de la répression par les protéines PcG. On peut imaginer qu’elles répriment 

soit le PRE/TRE soit le promoteur selon les besoins de la cellule. Le nombre d’études sur le 

sujet étant peu important, cela ne permet pas de se faire une idée précise de la fonction des 

ARNnc. Par exemple, peu de choses ont été découvertes sur l’effet des ARNnc notamment 

avec les PcG. Des expériences de ChIP sur les protéines PcG et TrxG avec détection d’ARN 

puis séquençage permettraient d’identifier lesquels des ARNnc se fixent au PcG in vivo.  
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Figure 18 : Modèle de l’interférence transcriptionnelle par les TrxG et les ARNnc. Les 
protéines TrxG sont recrutées sur les PRE/TRE bxd et sur le promoteur Ubx suivant l’état du 
gène. (a) Lorsque le gène Ubx est préalablement activé, les protéines TrxG ASH1 et Trx vont 
faciliter la transcription de ce gène grâce à des méthylations et acétylations déposées sur les 
histones. (b) Lorsque le gène Ubx est réprimé, les protéines ASH1 et Trx vont détourner 
l’ARN polymérase II (ARN Pol II) du promoteur Ubx pour le PRE/TRE bxd. Les TrxG vont 
faciliter la transcription du PRE/TRE. Alors, les ARNnc sont transcrits. Dans ce modèle, c’est 
la production d’ARNnc qui est importante, non pas la fonction de ces ARNnc. D’après Petruk 
et al., (2006). 
 

1. Les protéines PcG et TrxG sont capables de se li er à 

l’ARN. 

In vitro, plusieurs protéines PcG et TrxG ont la capacité de se lier à l’ARN. Chez la 

souris, les protéines Cbx, homologues de la protéine Pc, possèdent un chromodomaine qui se 

lie à l’ARN de manière non spécifique (Bernstein et al., 2006). La protéine Pc de drosophile 

n’a pas été encore testée pour sa capacité de liaison à l’ARN. D’autres domaines présents 

dans les protéines PcG et TrxG se lient à l’ARN. Le domaine protéique SET porté par les 

protéines E(z), Trx et ASH1 et responsable de l’activité de méthylation des histones, se lie 

aux ARNs transcrits in vitro ainsi qu’à l’ADN simple brin (Krajewski et al., 2005). Une étude 

sur la protéine ASH1 et les ARNnc chez la drosophile a montré que ASH1 se lie à 3 ARNnc : 

TRE 1, 2 et 3. Ces ARNnc sont transcrits dans les disques imaginaux de patte T3 et d’haltère 
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tailles différentes suggérant que ASH1 reconnaît des structures particulières et non pas la 

séquence primaire des ARNnc (Sanchez-Elsner et al., 2006). Des observations similaires ont 

été observées chez la souris avec des ARNnc et les protéines E(z) de drosophile et son 

homologue souris Ezh2 (Zhao et al., 2008). Ce serait la structure des ARNnc qui 

déterminerait la spécificité de liaison avec les protéines PcG et TrxG (Hekimoglu et Ringrose, 

2009).  

2. ARNnc dans le recrutement des PcG et TrxG. 

Dans les disques imaginaux de patte T3 de larve, la protéine ASH1 participe à 

l’activation du gène Ubx via son recrutement sur le PRE/TRE bxd. Sanchez-Elsner et ses 

collaborateurs ont montré que le recrutement d’ASH1 sur bxd dépend de trois ARNnc TRE1, 

2 et 3 exprimés spécifiquement dans la larve. Ces trois ARNnc sont transcrits dans la 

séquence de bxd. Des expériences de ChIP couplées à des traitements par des RNases 

démontrent que l’association entre ASH1 et le PRE/TRE se fait de manière ARN dépendante. 

De plus, cette interaction dépend spécifiquement des ARNnc TRE1, 2 et 3 car, en inhibant 

l’expression d’ARNnc TRE par ARN interférence, le recrutement d’ASH1 sur bxd est aboli. 

Inversement, l’expression ectopique de TRE1, 2 et 3 permet spécifiquement le recrutement 

d’ASH1 sur bxd et l’activation du gène Ubx. Le recrutement d’ASH1 sur bxd se fait par 

l’intermédiaire de la formation d’un complexe ADN-ARNnc. Ensuite ASH1, en reconnaissant 

la structure des ARNnc TRE, va être recrutée sur le PRE/TRE. 

Dans l’embryon, il a été montré que tout comme Trx, ASH1 est fixée sur bxd quel que 

soit l’état d’activation du gène Ubx (Petruk et al., 2007). A l’inverse, ASH1 et Trx ne sont pas 

présentes sur le PRE/TRE lorsque le gène Ubx est réprimé chez la larve (Petruk et al., 2008). 

Cela suggère que le recrutement des TrxG doit se faire de manière différente dans l’embryon 

et dans la larve. Les ARNnc transcrits spécifiquement pourraient être la clé du mécanisme de 

recrutement des TrxG dans la larve. Mais à l’heure actuelle, une seule étude s’est intéressée 

au recrutement des TrxG par les ARNnc chez la drosophile. D’autres rôles ont été proposés 

pour les ARNnc notamment dans l’activation et la répression des gènes homéotiques. 
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3. RNAi et compartimentation nucléaire des PcG. 

La machinerie interférence ARN ou RNAi est un moyen pour la cellule de détruire les 

ARN double brin. Celle-ci est impliquée dans la défense contre les virus et les transposons 

(van Rij et Berezikov, 2009), la formation de l’hétérochromatine et la répression de la 

transcription (Verdel et al., 2009). Un petit ARN complémentaire va venir s’apparier sur 

l’ARN cible créant un ARN double brin qui va être pris en charge par la machinerie RNAi 

pour être dégradé. Par exemple, la cellule peut réguler spécifiquement le nombre d’un 

transcrit en exprimant un ARNnc complémentaire de ce transcrit. Certaines protéines de la 

machinerie RNAi pourraient être impliquées dans la régulation de l’expression des gènes avec 

les protéines Polycomb. En étudiant le phénomène de PSS sur un transgène portant le PRE 

Fab-7, Bantignies et ses collaborateurs ont observé une association dans une même région 

nucléaire entre la région Fab-7 endogène et le PRE Fab-7 apporté par le transgène ou bien 

entre deux mêmes transgènes insérés à différents endroits du génome (Bantignies et al., 

2003). Des résultats similaires ont été observés avec un transgène portant le PRE Mcp 

(Vazquez et al., 2006). Le phénomène de PSS dû au transgène Fab-7 est aboli par des 

mutations dans les gènes des composants du RNAi. Pourtant, aucune mutation dans les gènes 

des composants de la machinerie RNAi ne provoque de phénotypes homéotiques et leur 

absence ne perturbe pas le recrutement des protéines PcG sur les chromosomes polyténiques 

(Grimaud et al., 2006a). L’hypothèse de Grimaud et ses collaborateurs est que les composants 

du RNAi influent sur l’organisation nucléaire des transgènes et des protéines PcG. Par des 

expériences d’hybridation de sonde ADN fluorescente in situ ou Fluorescent in situ DNA 

hybridization (FISH), ils montrent que l’appariement homologue des chromosomes portant les 

transgènes Fab-7 dont dépend le phénomène de PSS, ne se fait plus dans les mutants RNAi. 

L’utilisation des techniques de fluorescence (lignées transgéniques où la protéine a été 

fusionnée avec la Green Fluorescent Protein (GFP) ou immunolocalisation avec des anticorps 

couplés à des marqueurs fluorescents) ont permis de dévoiler la distribution sub-nucléaire des 

protéines PcG. Lors du développement précoce, la protéine Ph fusionnée avec la GFP apparaît 

diffuse dans le noyau tandis que, plus le développement arrive à son terme, plus la protéine 

Ph-GFP s’accumule dans des points précis du noyau (Netter et al., 2001). Ainsi, les protéines 

PcG apparaissent par ponctuation à l’intérieur du noyau dans des territoires appelés « PcG 

bodies » (Buchenau et al., 1998; Ficz et al., 2005). Dans les disques imaginaux d’ailes de 

larve, les protéines impliquées dans le RNAi telles que la protéine PIWI apparaissent 

colocalisées avec la protéine PH. La conclusion de Grimaud est que l’association des 
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protéines PcG dans des compartiments du noyau précis est dépendante de la machinerie RNAi 

(Pour revue Mateos-Langerak et Cavalli, 2008). Toutefois, ces résultats sont nuancés par les 

résultats obtenus par Fedorova. Chez la larve de 3ème stade, l’association entre Fab-7 

endogène et le transgène Fab-7 est observée dans un petit nombre de cellules alors que dans 

la majorité des cellules ils restent non associés. De ce fait, le PSS semble largement dépendre 

du type cellulaire. De plus, cette étude tend à remettre en cause l’existence de PcG bodies 

(Fedorova et al., 2008). Au vu de l’ensemble de ces résultats, la régionalisation des PcG au 

sein du noyau semble être complexe et dépendante du type cellulaire. L’effet du RNAi sur la 

compartimentation n’a pas été analysée par Fedorova et ses collaborateurs. Des expériences 

complémentaires sont nécessaires pour savoir quel est le rôle des protéines RNAi dans le 

maintien de la répression par les PcG. 

 

H. Glycosylation des PcG et TrxG. 

Récemment, des études ont mis en lumière l’importance d’une modification post-

traductionnelle dans la fonction des PcG et TrxG : la glycosylation beta-O-linked N-

acétylglucosamine (O-GlcNAc) (Gambetta et al., 2009; Sinclair et al., 2009). L’enzyme 

responsable de cette modification sur les sérines et les thréonines des protéines est la O-linked 

N-acétylglucosamine transférase (OGT). Chez la drosophile, la protéine OGT est codée par le 

gène super sex combs (sxc). Les drosophiles portant des allèles perte de fonction du gène sxc 

présentent des phénotypes homéotiques caractéristiques des mutants PcG. L’analyse de la 

fixation des protéines modifiées O-GlcNAc grâce à des anticorps dirigés contre cette 

modification sur les chromosomes polyténiques et sur le génome de cellules des disques 

imaginaux de larves montrent que les protéines présentes sur les cibles des PcG portent la 

modification O-GlcNAc. Ph semble être la seule protéine de type PcG cible de l’enzyme 

OGT. Premièrement, l’absence d’OGT perturbe la fixation de la protéine Ph mais pas des 

protéines E(z) et Pho. Deuxièmement, Ph est la seule protéine parmi les protéines PcG testées 

qui soit glycosilée O-GlcNAc. En conclusion, la glycosylation O-GlcNAc de Ph est 

importante pour sa fonction de répression mais il reste à déterminer si Ph est le substrat 

majeur d’OGT et comment la O-GlcNAc de Ph contribue à sa fonction. 
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I. Mode d’action des PcG et TrxG. 

Une fois recrutées sur leurs cibles, comment les protéines PcG et TrxG maintiennent-elles 

l’expression des gènes ? 

1. Mode d’action des PcG. 

Le modèle proposé pour le maintien de la répression par les PcG est résumé dans la 

figure 19. Les protéines capables de se lier à l’ADN telles que GAF et Pho recrutent les 

complexes PRC1, PRC2 et PhoRC présents en grande quantité sur leurs PRE/TRE cibles. 

Composé des protéines PHO et SFMBT, le rôle du complexe PhoRC n’est pas très clair. 

Klymenko et ses collaborateurs suggèrent que PhoRC est recruté sur les PRE pour vérifier 

l’environnement nucléosomal autour du PRE. Ensuite, PhoRC recrute les protéines Histones 

Méthyl Transférase telles que celles contenues dans le complexe PRC2 pour que les histones 

H3 deviennent tri-méthylées (Klymenko et al., 2006). Le rôle du complexe PRC2 est de 

configurer localement les histones autour du PRE/TRE afin que le complexe PRC1 puisse 

agir. Les histones déacétylases RPD3 et SIR2 enlèvent les groupements acétyles des histones 

qui sont associés à une transcription active (Tie et al., 2003; Furuyama et al., 2004) tandis que 

la protéine E(z) dépose les marques H3K9me3 et H3K27me3. La marque H3K27me3 est 

spécifiquement reconnue par le chromodomaine de la protéine Pc, membre du complexe 

PRC1 (Fischle et al., 2003). Lorsque les PRE/TRE sont localisés à plus de 10 kb du gène qu’il 

régule, de larges domaines de H3K27me3 et de protéines Pc pourraient être établis par la 

formation d’une boucle dans la chromatine, ce qui permettrait au complexe PRC2 de déposer 

des groupements tri-méthyle sur les histones H3 autour des gènes et des promoteurs (Nègre et 

al., 2006). Par exemple, le PRE Frontabdominal 7 (Fab-7) régule le gène Abd-B alors qu’il 

est à 35 kb en formant une boucle dans la chromatine (Cléard et al., 2006). Le modèle 

d’action présenté ici doit être nuancé. Environ 15% des sites de fixation de la protéine Pc ne 

sont pas corrélés avec les H3K9me3 et K3K27me3 (Ringrose et al., 2004). Ce résultat 

suggère l’implication d’autres acteurs maintenant la répression. 
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Figure 19: Modèle simplifié d’action des protéines PcG. (a) Les protéines telles que PHO, 
GAF et d’autres protéines capables de liaison à l’ADN (symbolisées par ?) vont reconnaître 
et se lier au PRE (en rouge) qui est pauvre en nucléosomes (désignés par un rond gris). (b) 
Ces protéines vont recruter les complexes PRC1, PRC2 et PhoRC sur le PRE. La protéine 
E(z), issue du complexe PRC2, dépose un groupement tri-méthyle sur la lysine 27 des histones 
H3 adjacents au PRE (H3K27me3 symbolisé par un rond rouge au dessus du nucléosome). 
(c) La marque H3K27me3 est reconnue par la protéine Pc. L’extension de la méthylation des 
histones H3 se fait grâce à une boucle dans la chromatine. Cette configuration va permettre 
d’imposer la répression par le complexe PRC1 sur le gène cible. Par des interactions avec les 
TAF, les protéines PcG peuvent bloquer l’ARN Pol II sur le site d’initiation de la 
transcription et empêcher la transcription. Extrait de Schwartz et Pirrotta, (2007). 
 

Le complexe PRC1 va alors condenser la chromatine en bloquant l’accès aux 

complexes de remodelage de la chromatine. Il a été montré que, in vitro, PRC1 inhibe 

l’activité du complexe de remodelage de la chromatine humain SWI/SNF homologue du 

complexe BRM de drosophile. Le blocage du complexe SWI/SNF serait dû à une diminution 

de l’accessibilité à l’ADN (Francis et al., 2001). Des images obtenues par microscopie 

électronique montrent que le complexe PRC1 induit in vitro la condensation de la chromatine 

(Figure 20) (Francis et al., 2004).  

Pc 

Pc 

E(z) 

E(z) 

ARN Pol II 
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Ainsi l’effet de PRC1 serait de rendre inaccessible l’ADN aux facteurs de transcription 

et à l’ARN polymérase II. Mais cette idée est mise à mal par plusieurs résultats. 

Premièrement, des études de digestion de l’ADN par des enzymes de restriction ont montré 

que l’ADN compacté par le complexe PRC1 était toujours accessible (Francis et al., 2001). 

Deuxièmement, la durée de vie du complexe PRC1 sur la chromatine est trop brève pour 

bloquer durablement l’accès à la chromatine (Ficz et al., 2005). L’inhibition due à PRC1 se 

ferait non pas en compactant la chromatine mais en inhibant l’initiation ou l’élongation de la 

transcription. Ainsi, des facteurs de transcription générale et l’ARN polymérase II ont été 

retrouvés sur des sites où sont présentes les protéines PcG (Breiling et al., 2001; Dellino et 

al., 2004). Le fait de retrouver les facteurs de transcription générale TAF associés 

physiquement avec le complexe PRC1 corrobore cette idée (Saurin et al., 2001). 

100 nm 

Figure 20 : Le complexe PRC1 altère la 
structure de la chromatine. Image en 
microscopie électronique de la fibre 
chromatienne. A) chromatine seule. B) 
Compactage de la chromatine en présence 
du complexe cœur PRC1 (PCC). Extrait de 
Francis et al., (2004). 
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2. Maintien de l’activation par les TrxG. 

L’action des complexes TrxG est de maintenir la chromatine dans une configuration 

facilitant la transcription des gènes. Plusieurs activités liées au TrxG permettent de maintenir 

un état d’activation. L’état d’activation mis en place par les TrxG s’accompagne de 

l’acétylation des histones qui est associée aux régions de l’euchromatine où la transcription 

est active (Jenuwein et Allis, 2001). L’activité des HAT mènerait à une ouverture de la 

chromatine en déstabilisant l’interaction histones-ADN car l’acétylation des histones réduit 

leurs charges positives nettes ce qui diminue la force de l’interaction avec l’ADN qui est 

chargé négativement. Ainsi l’ADN serait plus accessible aux facteurs impliqués dans la 

transcription (Nightingale et al., 1998; Roth et al., 2001). Par exemple, l’acétylation des 

histones due au complexe TAC1 facilite l’élongation lors de la transcription des gènes 

heatshock après un choc thermique (Smith et al., 2004). La méthylation des histones est aussi 

une marque épigénétique associée à une activation de la transcription (Schneider et al., 2004). 

L’apposition de ces marques épigénétiques, aussi bien l’acétylation que la méthylation, 

permet le recrutement de plusieurs complexes de remodelage de la chromatine. Ainsi, les 

protéines BRM et Moira, du complexe de remodelage de la chromatine BRM, vont être 

recrutées sur leurs cibles via une interaction avec les histones méthylées H3K4 et H3K9 

(Beisel et al., 2002). Le complexe TAC1 peut aussi recruter directement le complexe BRM 

via l’interaction entre Trx et la protéine Snr1 (Marenda et al., 2003). La marque H3K9me3, 

qui est spécifiquement reconnue par le domaine PHD de la protéine Nurf-301, permet le 

recrutement du complexe NURF (Li et al., 2006; Wysocka et al., 2006). GAF recrute le 

complexe de remodelage de la chromatine FACT sur les cibles des TrxG (Shimojima et al., 

2003). Le rôle de ces complexes de remodelage de la chromatine est de faciliter le 

recrutement de la machinerie transcriptionnelle sur les gènes cibles des TrxG en déstabilisant 

les interactions entre l’ADN et les histones. Par exemple, GAF régule le positionnement des 

nucléosomes sur les promoteurs des gènes heatshock afin que les facteurs généraux de la 

transcription aient accès à l’ADN (Lu et al., 1993; Leibovitch et al., 2002). 

En plus de faciliter l’accession de la machinerie transcriptionnelle à l’ADN, les 

protéines TrxG interagissent directement avec celle-ci. Par exemple, le complexe BRM 

interagit avec l’ARN Polymérase II (ARN Pol II) (Armstrong et al., 2002) alors que la 

protéine Kismet joue un rôle dans l’élongation de la transcription. Ainsi l’activité de l’ARN 

Pol II lors de l’élongation est réduite lorsque la protéine Kismet n’assure plus sa fonction. Le 

rôle de Kismet serait de recruter des facteurs aidant l’ARN POL II à ne pas faire de pause lors 
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de l’élongation (Srinivasan et al., 2008). La protéine GAF interagit avec la protéine TAF3 

(TBP-associated factor 3) qui est membre du complexe général de transcription TFIID pour 

activer le gène Ubx en facilitant le recrutement de TFIID sur les cibles des TrxG (Chopra et 

al., 2008). 

Plusieurs études sur les protéines TrxG laissent penser que leur rôle premier serait de 

contrer l’action des PcG plutôt que d’activer la transcription. Premièrement, la méthylation 

des histones due à la protéine ASH1 prévient la fixation des PcG sur les cibles des TrxG 

(Klymenko et Müller, 2004). Deuxièmement, une mutation perte de fonction dans le gène 

kismet augmente le niveau de méthylation H3K27me3 associé à la répression par les PcG. 

Possédant un chromodomaine, l’un des rôles de la protéine Kismet serait de prévenir 

l’extension des méthylations due au PcG (Srinivasan et al., 2008).Troisièmement, la protéine 

Lid (Little imaginal disc) interagit avec l’histone déacétylase RPD3 pour inhiber sa fonction 

(Lee et al., 2009). 

J. Mémoire cellulaire au cours des divisons. 

L’une des questions essentielles dans la régulation de l’expression des gènes par les 

protéines PcG et TrxG est : comment les profils d’expression maintenus par les PcG et TrxG 

parviennent-ils à être transmis au cours des divisons cellulaires ? Lorsque l’on enlève le 

produit des gènes PcG dans des clones de cellules somatiques de disques imaginaux, la 

répression des gènes homéotiques est abolie mais cette dérépression n’est pas identique pour 

toutes les protéines PcG. Lorsque la protéine PSC (du complexe PRC1) est enlevée, la dé-

répression des gènes Hox est rapide intervenant au cours du premier cycle cellulaire tandis 

que la suppression de la protéine E(z) (complexe PRC2) mène à une dérépression plus lente 

puisque les gènes Hox continuent à être réprimés pendant deux cycles cellulaires. Si on 

restaure la quantité de protéines PSC après 48 heures, les gènes Hox, qui étaient jusqu’alors 

déréprimés, vont être re-réprimés. Les protéines PSC nouvellement exprimées reconnaîtraient 

des marques épigénétiques qui sont restés même après plusieurs divisons et rétabliraient la 

répression des gènes Hox (Beuchle et al., 2001). Ces expériences suggèrent qu’une mémoire 

de l’état d’expression des gènes subsiste même après la suppression de certaines protéines 

PcG. Par contre, les PRE/TRE sont indispensables au maintien de la répression par les PcG au 

cours des divisions. Si on supprime un PRE/TRE, la répression due au PcG est abolie durant 

le cycle cellulaire (Sengupta et al., 2004).  
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1. Lors de la réplication. 

La réplication de l’ADN consiste à dupliquer l’ADN par une enzyme spécifique, 

l’ADN polymérase. La quantité d’ADN étant doublée, il faut assurer un état épigénétique 

identique aux deux chromatides synthétisées afin que les profils d’expression des gènes soient 

identiques dans les deux cellules filles après la mitose. Cette étape nécessitant l’ouverture de 

la chromatine, comment la fixation des protéines PcG et TrxG survit-elle à la réplication de 

l’ADN ? Plusieurs expériences récentes ont permis de mieux comprendre ce phénomène (pour 

revue Ng et Gurdon, 2008; Francis, 2009). Premièrement, les protéines PcG restent liées à la 

chromatine durant la réplication (Francis et al., 2009). En effet, in vitro, le complexe PRC1 

n’est pas dissocié de la chromatine pendant la réplication mais il y reste associé puisque l’on 

retrouve PRC1 encore lié aux produits de la réplication. Par contre, si on incorpore le 

complexe PRC1 pendant la réplication, il ne se lie pas aux produits de réplication. 

Deuxièmement, l’apposition de la marque H3K27me3 est essentielle au renouvellement de la 

fixation des PcG après la réplication. Le rôle du complexe PRC2 est de déposer sur les 

histones nouvellement ajoutées la marque H3K27me3 (Hansen et al., 2008). Ces données ont 

conduit N. Francis à proposer le modèle suivant (Figure 21). Durant la réplication de l’ADN, 

les complexes PRC1 qui restent liés à la chromatine se distribuent équitablement entre les 

deux brins de chromatine synthétisés. Dans le même temps, les complexes PRC2 méthylent 

les histones H3 nouvellement incorporées dans la chromatine. Ensuite, la marque H3K27me3 

facilite le recrutement des nouveaux complexes PRC1 sur les deux chromatides sœurs. Ainsi, 

le profil de fixation des protéines PcG est identique entre les deux brins de chromatine 
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Figure 21: Modèle de recrutement des PcG lors de la réplication de l’ADN. Extrait de 
Francis, (2009). 

 

Ce mécanisme de renouvellement des marques épigénétiques pourrait être couplé avec 

le renouvellement des variants d’histones spécifiques aux cibles des PcG et TrxG. On sait que 

le variant de l’histone H3 appelé H3.3 est retrouvé associé aux régions cibles des PcG et TrxG 

(Mito et al., 2007). De plus, les variants d’histones portent aussi des modifications post-

traductionnelles (McKittrick et al., 2004). Ng et Gurdon propose un modèle pour le 

renouvellement des variants d’histones couplé avec les protéines TrxG (Figure 22) (Ng et 

Gurdon, 2008). Dans le cas d’un gène actif régulé par les TrxG, l’environnement 

chromatinien des gènes serait composé de nucléosomes contenant des H3.3 modifiées post 

traductionnellement par les TrxG. Lors de la réplication, il y aurait une distribution aléatoire 

des histones H3.3 marquées et des nouvelles histones H3 seraient incorporées. Après la 

réplication, les histones H3.3 marquées recrutent sur le gène cible les protéines TrxG qui 

« scannent » l’environnement chromatinien et permettent le remplacement par la protéine 

Recrutement des nouveaux 
complexes PRC1 

PRC1 reste accroché lors de 
la réplication. Le complexe 
PRC2 méthyle les nouvelles 
histones H3 sur leurs lysines 
27. 
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chaperonne HIRA des histones H3 en histones H3.3 qui sont immédiatement marquées par les 

TrxG. Ainsi les profils de variants d’histones et de méthylation de ces histones sont identiques 

entre les deux chromatides sœurs. 

 

 

 
Figure 22: Modèle de mémoire cellulaire les TrxG par Ng et Gurdon, (2008). 
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2. Lors de la mitose. 

Après la réplication, la cellule enclenche la division cellulaire. Les protéines PcG tels 

que Pc, PSC, PH et RING ne sont pas associées au chromosome mitotique ; néanmoins la 

protéine PH reste accrochée en faible quantité au chromosome en métaphase (Buchenau et al., 

1998; Miyagishima et al., 2003). Ces protéines doivent être importantes pour l’établissement 

de la répression après la mitose mais semblent insuffisantes. L’hypothèse avancée est que la 

mémoire cellulaire est assurée par les marques épigénétiques des histones déposées par les 

PcG et les TrxG telles que l’acétylation et la méthylation qui survivent à la mitose. Par 

exemple, les histones acétylées ont été trouvées associées de manière stable aux chromosomes 

en mitose (Cavalli et Paro, 1998, 1999). Ces marques permettraient le recrutement rapide des 

PcG et TrxG après la mitose conservant ainsi l’état épigénétique du gène. Une autre 

hypothèse est que les protéines ETP capables de se lier à l’ADN telles que PHO/PHOL, GAF 

ou Zeste, restent accrochées aux chromosomes en mitose et permettent le recrutement rapide 

des complexes PcG. Pour ce faire des expériences similaires à celles effectuées pour Pc et Ph 

devraient être entreprises pour les protéines ETP. 

K. Les gènes cibles des protéines PcG et TrxG. 

Les premières expériences d’imunolocalisation montrent que les protéines PcG et 

TrxG se fixent sur plus de 100 bandes discrètes sur les chromosomes de glandes salivaires 

(Rastelli et al., 1993; Chinwalla et al., 1995; Tripoulas et al., 1996; Sinclair et al., 1998). Ces 

résultats indiquent que les PcG et TrxG ne sont pas des régulateurs généraux du génome. Les 

approches d’immunoprécipitation de la chromatine couplées avec des puces à ADN ont 

permis de savoir quels étaient les types de gènes cibles des protéines PcG (Figure 23) (Nègre 

et al., 2006; Tolhuis et al., 2006; Schuettengruber et al., 2007, 2009). La protéine PH régule 

243 gènes sur le génome de l’embryon de drosophile (Schuettengruber et al., 2009). 

Beaucoup de ces gènes cibles sont des facteurs de transcription impliqués dans le 

développement embryonnaire. Ainsi, Schuettengruber et ses collaborateurs ont listé les gènes 

régulés par les PcG et impliqués dans la mise en place des axes dans l’embryon. Par exemple, 

les gène de polarité de segment engrailed et hedgehog avaient déjà été identifiés comme 

cibles des PcG et TrxG (Kassis, 1994; Randsholt et al., 2000; Maurange et Paro, 2002). Les 

PcG contrôlent leur propre expression : un PRE/TRE lié par la protéine PH a été identifié à 

proximité du gène ph-proximal (Bloyer et al., 2003). PH a été identifiée aussi comme régulant 

les gènes impliqués dans l’ovogénèse (Narbonne et al., 2004). La plupart des gènes régulant 

le développement de l’œil sont des cibles des PcG (Schuettengruber et al., 2007), confirmant 
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les études déjà menées où les PcG et les TrxG régulent les gènes homothorax, eyes absent et 

dachshund (Ringrose et al., 2003; Janody et al., 2004). Un autre exemple avec la protéine Pc 

qui a été identifiée comme un régulateur des gènes spécifiques de la spermatogénèse (Chen et 

al., 2005). Récemment, les gènes impliqués dans les voies de signalisations JAK/STAT et 

NOTCH impliquées dans le développement embryonnaire ont été identifiés comme des cibles 

des protéines PcG (Classen et al., 2009; Martinez et al., 2009). Les cibles des PcG et TrxG 

semblent être majoritairement des gènes impliqués dans le développement de la drosophile 

bien que d’autres rôles ont été décrits tels que le contrôle du cycle cellulaire (Martinez et al., 

2006).  

 

 

Figure 23 : Les gènes cibles des protéines Esc, Pc et Sce dans les cellules Kc de drosophile. 
(a) Gene Ontology (GO) des cibles des protéines PcG. (b) Nombre de gènes cibles pour 
chaque catégorie. Extrait de Tolhuis et al., (2006). 
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L. Evolution des protéines Polycomb et Trithorax. 

1. Conservation des protéines PcG et TrxG 

Les gènes PcG et trxG ont été conservés au cours de l’évolution (Tableau 5) (Pour 

revue Köhler et Villar, 2008; Schuettengruber et al., 2007; Whitcomb et al., 2007). Les 

protéines E(z) et ESC, apparaissent comme les mieux conservées. Par exemple, seuls ces deux 

gènes possèdent des homologues chez C.elegans (Holdeman et al., 1998; Korf et al., 1998). 

Ces protéines ont aussi leurs homologues chez les mammifères avec les protéines Enhancer of 

zeste homolog 1 et 2 (EZH) et la protéine Embryonic Ectoderm Development (EED) 

(Kuzmichev et al., 2005). Chez la plante Arabidopsis thaliana, les homologues de la protéine 

E(z), CURLY LEAF (CLF) et MEDEA (MEA) régulent le développement embryonnaire 

(Pien et Grossniklaus, 2007). Les complexes sont également conservés. Chez les mammifères, 

trois complexes similaires à PRC2 ont été purifiés. Ils contiennent différentes isoformes de la 

protéine EED, l’homologue de la protéine ESC (Kuzmichev et al., 2004, 2005). Par contre, 

les gènes composant le complexe PRC2 sont absents chez les levures Saccharomyces 

cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe (Schuettengruber et al., 2007). Les composants du 

complexe PRC1 sont aussi conservés. Par exemple PRC1 été purifié chez les mammifères à 

partir de cellules HeLa (Levine et al., 2002). Le cœur du complexe, similaire à celui trouvé 

chez la drosophile, contient les protéines CBX 2,4 et 6, HPH1, 2 et 3, RING1A et RING1B, 

BMI1 et MEL18 correspondant respectivement aux protéines PC, PH, dRING et PSC. Par 

contre, le complexe PRC1 est absent chez les plantes car le gène Pc n’a pas d’homologue dans 

le génome d’Arabidopsis thaliana (Whitcomb et al., 2007). Bien que les gènes homologues 

de Pho et sfmbt soient présents chez les mammifères et régulent les gènes homéotiques 

(Atchison et al., 2003; Wu et al., 2007), le complexe PHORC n’a pas été retrouvé (Köhler et 

Villar, 2008). La plupart des gènes trxG présents chez la drosophile ont leurs homologues 

chez les champignons, les plantes et les animaux (Schuettengruber et al., 2007). Le complexe 

de remodelage de la chromatine BRM chez la drosophile est l’homologue du complexe 

SWI2/SNF2 initialement identifié chez la levure et également présent chez les mammifères 

(Mohrmann et Verrijzer, 2005). Le gène trx est l’homologue du gène mixed lineage leukemia 

(Mll ) présent chez les mammifères, mais les membres du complexe TAC1, isolés à partir de la 

protéine Trx, sont différents de ceux purifiés à partir de la protéine MLL (Schuettengruber et 

al., 2007). Arabidopsis Trithorax1 (ATX1), l’homologue de trx, est impliqué dans la 

régulation des gènes homéotiques (Pien et Grossniklaus, 2007). 
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Tableau 5 : Les protéines PcG et TrxG chez la drosophile et leurs homologues chez les 
mammifères. 
 

Nom  Abréviation Homologue mammifère 

Les protéines PcG et leurs homologues mammifères 

Polycomb PC Cbx2, Cbx4,Cbx6, Cbx7,Cbx8 

Polyhomeotic Distal PHD PHC1,PHC2,PHC3 

Polyhomeotic Proximal PHP PHC1,PHC2,PHC3 

Sex Combs Extra/dRing dRING RING1A, RING1B 

Posterior sex combs PSC BMI1, MEL18 

Sex Comb on Midleg SCM SCMH1 

Heat Shock Protein Cognate 4 HSC70-4 HSPA8 

Enhancers of Zeste E(Z) EZH1, EZH2 

Extra Sex Combs ESC EED 

ESC-Like ESCL EED 

Polycomb-like PCL MTF2, PHF19 

Supressor of zeste 12 SU(Z)12 SUZ12 

RPD3  HDAC1 

Pleihomeotic PHO YY1, YY2 

Pleiohomeotic like PHOL YY1, YY2 

Scm-related gene containing 
four mbt domains 

dSFMBT L3MBTL2 

Les protéines TrxG et leurs homologues mammifères 

Trithorax TRX MLL1 

CREB-Binding Protein CBP p300 

SBF1 - SBF1 

Brahma BRM SMARCA4 

Moira MOR SMARCC1, SMARCC2 

Osa - ARID1B 

Snf5 related 1 SNR1 SMARCB1 

GAGA factor GAF - 

SPT16 - SPT16 

structure specific recognition 
protein 1 SSRP1 SSRP1 

Absent, small, or homeotic 
discs 1 

ASH1 ASH1L 

Absent, small, or homeotic 
discs 2 

ASH2 ASH2L 
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2. Les PRE/TRE chez les vertébrés. 

Jusqu'à cette année, aucun PRE/TRE n’avait été identifié dans d’autres organismes que 

les drosophilidae. L’identification des PRE/TRE chez les mammifères semblait être difficile 

car peu des protéines capables de se lier à l’ADN et recrutant les complexes PcG et TrxG chez 

la drosophile ont été conservées chez les mammifères. Par exemple les protéines GAF, 

Pipsqueak et Zeste n’ont pas d’homologue. Seule la protéine de drosophile Pho a pour 

homologue les protéines YIN-YANG-1 et 2 (YY1). YY1 interagit avec les complexes 

mammifères similaires à PRC1 et PRC2 (García et al., 1999; Satijn et al., 2001) afin de les 

recruter sur leurs cibles (Wilkinson et al., 2006). Le système de recrutement des complexes 

PcG et TrxG par un ensemble de protéines ETP n’avait pas été conservé et semblait 

spécifique à la drosophile. Chez les mammifères, le recrutement se ferait par des mécanismes 

différents (Schwartz et Pirrotta, 2007). Récemment, Sing et ses collaborateurs ont identifié 

une séquence PRE chez la souris. Le PRE mammifère est issu d’une séquence appelée 

Kreisler (Kr) permettant l’expression régionalisée de gènes de segmentation. L’inversion de 

cette séquence dans le chromosome provoque une mauvaise expression des gènes qu’il 

contrôle. Le PRE Kr a été défini fonctionnellement par des expériences de transgénèse chez la 

drosophile puis chez la souris (Sing et al., 2009). Tout comme pour les PRE chez la 

drosophile, le PRE/TRE Kr permet le recrutement des protéines Bmi1 et SUZ12 homologues 

à PSC et Su(z)12 chez la souris lorsque le gène est réprimé. Ce travail démontre que le 

mécanisme de recrutement des PcG et TrxG est similaire chez la drosophile et chez la souris. 

Le fait de définir un PRE de mammifère chez la drosophile montre qu’il y a une conservation 

du mécanisme d’action des PcG et TrxG entre la drosophile et les mammifères. Cette 

conservation fonctionnelle avait déjà été observée avec les protéines homologues. Par des 

expériences de sauvetage, une protéine homologue d’origine mammifère peut compenser une 

mutation de son gène correspondant chez la drosophile. Par exemple M33 (cbx 2) de souris 

peut sauver le phénotype mutant perte de fonction Pc chez la drosophile (Müller et al., 1995). 

Toutefois cette conservation fonctionnelle a des limites. Bien que l’expression du transgène 

contrôlé par Kr soit perturbée en contexte mutant pour les gènes PcG et le gène trl (GAF), il 

n’y aucun effet des mutants du complexe BRM sur l’expression du transgène, pourtant le 

complexe BRM a son homologue chez la souris (Tamkun et al., 1992).  

Bien qu’identifiant un PRE chez la souris, ce travail ne répond pas à certaines 

questions essentielles du recrutement des PcG et TrxG chez la souris. L’analyse de la 

séquence du PRE Kr montre de nombreux sites de fixation pour la protéine YY1/Pho et la 
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protéine GAF (Trl). Chez la drosophile, les mutations perte de fonction pho et trl  affectent 

l’expression du transgène contrôlée par Kr. Mais les auteurs ne se sont pas intéressés à l’effet 

d’YY1 sur le recrutement des PcG sur les PRE et aux effets des séquences de fixation de GAF 

chez la souris. L’analyse de l’effet des séquences du PRE sur le recrutement des PcG et TrxG 

permettra certainement de mieux comprendre le recrutement des PcG et TrxG chez les 

mammifères. 

II. Les rôles biologiques de la protéine DSP1. 

L’équipe dans laquelle j’ai effectué ma thèse s’intéresse au rôle biologique de la 

protéine Dorsal Switch Protein 1 (DSP1) chez Drosophila melanogaster. DSP1 appartient à la 

famille des protéines High Mobility Group B (HMGB). 

A. Présentation de la protéine DSP1. 

1. La structure primaire de DSP1. 

 
Le gène dsp1, porté par le chromosome X à la position 14B14-14B15, code une 

protéine de 386 acides aminés et d’une masse moléculaire de 44 kDa (Canaple et al., 1997). 

La structure primaire, présentée dans la figure 24, peut être divisée en deux. 

 

 

 

Figure 24: Schéma de la structure primaire la protéine DSP1. Q : Correspond aux régions 
riches en résidus glutamine. HMG A et B : Boîtes High Mobility Group. Ac : correspond à la 
région riche en acides aminés acides. 
 

A l’extrémité N-terminale, la protéine DSP1 possède deux régions d’une trentaine d’acides 

aminés riches en glutamine. Retrouvée spécifiquement chez les diptères, le rôle de cette partie 

dans la fonction de la protéine DSP1 n’est pas connu (Sessa et Bianchi, 2007). La seconde 

partie est composée de deux boîtes HMG désignées par A et B et d’une queue acide. Cette 

seconde moitié présente une forte homologie avec les protéines HMGB 1 et 2 de mammifère 

(Lehming et al., 1994). Les boîtes HMG A et B de DSP1 possèdent respectivement 70% et 

40% d’identité avec les domaines correspondants de la protéine HMGB1 humaine. La queue 

acide de la protéine DSP1 est plus courte que la protéine HMGB1. Le rôle des boîtes HMG A 

Q Q HMGA HMGB Ac 

1 6 40 122 154 171 246 258 336 370 386 

Nter Cter 
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et B a été étudié au sein de l’équipe. Celles-ci sont responsables de la liaison à l’ADN et 

participent également aux interactions entre DSP1 et ses partenaires protéiques (Decoville et 

al., 2000; Daulny et al., 2003; Salvaing et al., 2006).. 

2. La famille des protéines HMGB. 

Les protéines classées dans la famille des protéines HMGB ont toutes un ou plusieurs 

motifs spécifiques appelés boîtes HMG (HMG Box) (Pour revue Thomas et Travers, 2001; 

Stros et al., 2007). La famille HMGB, classée selon le nombre de boîtes HMG et la spécificité 

de séquence, est subdivisée en deux classes (Soullier et al., 1999). La première classe 

comprend les protéines reconnaissant l’ADN sans spécificité de séquence et possédant au 

moins deux boîtes HMG et une queue acide C-terminale. Chez les mammifères, ce groupe 

comprend les protéines HMGB1 à 3 qui possèdent deux boîtes HMG et une partie C-

Terminale riche en résidus acides. Chez la drosophile, 26 protéines à boîtes HMG sont 

répertoriées (Tableau 6) dont la protéine DSP1 qui est l’homologue de la protéine HMGB1 de 

mammifère (Canaple et al., 1997). Les protéines HMGD et HMGZ exprimées chez la 

drosophile sont assimilées à cette famille bien qu’elles n’aient qu’une seule boîte HMG 

(Ragab et al., 2006). Les facteurs de transcription Upstream Binding Factor (UBF) (Jantzen et 

al., 1990) et le facteur de transcription mitochondrial Transcription Factor A Mitochondrial 

(TFAM) (Kang et al., 2007) contenant respectivement 6 et 2 boîtes HMG, font également 

partie de ce groupe. 

La seconde classe rassemble des protéines n’ayant pour la plupart qu’une seule boîte HMG et 

se liant de manière spécifique à l’ADN. Ce sont des régulateurs transcriptionnels exprimés 

dans certains tissus. Par exemple, le facteur Sex determining Region Y (SRY), déterminant le 

sexe mâle chez les mammifères (Sinclair et al., 1990), fait partie d’un groupe de protéines 

HMG, la famille des SOX jouant un rôle important au cours du développement embryonnaire 

(Kiefer, 2007). On peut citer les facteurs de transcription spécifique T Cell Factor 1 (TCF) et 

Lymphocyte Enhancer Factor-1 (LEF1) impliqués dans la voie de signalisation Wnt/Wg 

(Hurlstone et Clevers, 2002). La protéine Pangolin, homologue de TCF1 chez la drosophile, 

est également impliquée dans la voie Wg (Waltzer et Bienz, 1999). 
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Tableau 6 : Les protéines à boîtes HMG chez Drosophila melanogaster. 

 

 Nom 
1 bobby sox 
2 CG4617 
3 CG5591 
4 CG7045 
5 CG7046 
6 CG9418 
7 CG12104 
8 capicua 
9 Dichaete 
10 dalao/BAP111 
11 Dorsal switch protein 1 
12 High mobility group protein D 
13 High mobility group protein Z 
14 maelstrom 
15 pangolin 
16 polybromo 
17 RNA polymerase I subunit 
18 Sox box protein 14 
19 Sox box protein 15 
20 Sox21a 
21 Sox21b 
22 Sox100B 
23 Sox102F 
24 SoxNeuro 
25 Structure specific recognition protein 
26 mitochondrial transcription factor A 

 

 

Le domaine HMG composé de 80 acides aminés est impliqué dans la liaison avec 

l’ADN. La structure tridimensionnelle des boîtes HMG de la protéine de mammifères 

HMGB1 a été résolue par RMN (Figure 23). Il est caractérisé par une structure tertiaire en 

forme de L impliquant 75 % des acides aminés du domaine. Les 3 hélices α et la région N-

terminale se replient en deux bras formant un angle de 80° entre eux (Weir et al., 1993; Read 

et al., 1993; Hardman et al., 1995). La structure des boîtes HMG d’autres protéines a été 

obtenue (LEF-1 (Love et al., 1995), SRY (Murphy et al., 2001), NHP6A (Masse et al., 2002) 

et HMGD (Murphy et al., 1999)) montrant une conservation structurale du domaine HMG. 

Les structures des boîtes HMG A et B de la protéine HMGB1 complexée avec l’ADN 

montrent qu’elles interagissent avec le petit sillon de l’ADN (Figure 23).  
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Figure 23: Structure de la boîte HMG de la protéine HMG-D de Drosophila melanogaster 
en complexe avec un ADN double brin. Extrait de Thomas et Travers, (2001). 
 

La face concave du domaine HMG interagit avec le petit sillon de l’ADN. Les résidus 

d’acides aminés hydrophobes se positionnent à l’intérieur du sillon et une série de résidus 

basiques interagit avec le squelette phosphodiester. Certains acides aminés hydrophobes de 

cette face concave s’intercalent partiellement entres les bases provoquant l’élargissement du 

petit sillon avec pour conséquence de dérouler la double hélice et d’augmenter la courbure de 

l’ADN vers le grand sillon (Murphy et al., 1999). La structure d’une protéine chimérique 

composée de deux boîtes HMG (la boîte A de la protéine HMGB1 a été remplacée par la boîte 

de la protéine SRY) montre que les acides aminés faisant le lien entre les deux boîtes HMG 

s’intercalent dans le petit sillon de l’ADN (Stott et al., 2006). La structure 3D de la protéine 

HMGB1 entière n’a pas encore été obtenue. 
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3. Expression de la protéine DSP1  chez Drosophila 

melanogaster. 

La protéine DSP1 et son ARN messager ont été recherchés à différents stades du 

développement de la drosophile (Figure 25). 

Figure 25: Expression du gène dsp1 chez Drosophila melanogaster. (a) Distribution de la 
protéine DSP1 au cours de l’ovogénèse dans les cellules nourricières. (b et c) Distribution de 
l’ARNm dsp1 dans l’embryogénèse. (b) Embryon dans un stade précoce de division. L’ARNm 
dsp1 apparaît exprimé de manière ubiquitaire. (c) Embryon terminant son développement 
après l’organogénèse (Stade 16). a,b et c extrait de Mosrin-Huaman et al., (1998). (d et e) 
Distribution de la protéine DSP1 dans une glande salivaire (d) et dans un disque imaginal 
d’aile (e) de larve de troisième stade. 
 

Au cours de l’ovogénèse, la protéine DSP1 est exprimée dans les cellules nourricières 

(25a). Puis elle est déversée dans l’ovocyte. Aux stades les plus précoces de l’embryogénèse 

(stades 1 à 6), la protéine DSP1 d’origine maternelle est présente dans tout l’embryon (25b). 

L’ARNm zygotique dsp1 est synthétisé et traduit au stade blastoderme cellulaire. Au fur et à 

mesure de l’avancée du développement, l’expression de protéine DSP1 se restreint à 

l’épiderme et au système nerveux central (25c). Chez la larve, la protéine DSP1 est détectée 

dans le cerveau, les glandes salivaires (25d) et les disques imaginaux (25e). Chez l’adulte, la 

protéine DSP1 est exprimée dans le cerveau et dans les cellules nourricières des ovaires 

(Mosrin-Huaman et al., 1998). 

Embryogénèse 
Ovogénèse 

a 
b 

c 

d 

e 

Stade larvaire 
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B. Le rôle de la protéine DSP1 dans la régulation d es gènes. 

Pour comprendre le rôle biologique de la protéine DSP1 chez la drosophile, une 

mutagénèse à l’élément P a été effectuée permettant l’obtention d’un mutant nul pour le gène 

dsp1. L’allèle noté dsp11 a perdu uniquement l’ensemble du gène dsp1. A l’état homozygote, 

les drosophiles sont peu viables, peu fertiles et montrent un phénotype pléiotrope (Mosrin-

Huaman et al., 1998; Decoville et al., 2001). Les mutants dsp11 montrent des transformations 

homéotiques suggérant une implication de la protéine DSP1 dans la régulation des gènes 

homéotiques. 

1. DSP1 participe à la régulation des gènes homéoti ques. 

a) dsp1 est un ETP. 

Les transformations homéotiques observées chez le mutant dsp11 sont les suivantes 

(Figure 26) (Decoville et al., 2000):  

• La transformation du segment T3 en segment thoracique T2 c'est-à-dire la 

transformation de l’haltère en aile. Cette transformation intervient chez 3 individus sur 

1000. Ce phénotype mime des mutations perte de fonction du gène homéotique Ubx. 

• La transformation de la patte T1 en patte T2 se caractérisant par une diminution du 

nombre de dents du peigne sexuel sur la patte T1. Les mâles hémizygotes dsp11 ont 6 

dents par peigne contre 11 dents par peigne chez les mâles sauvages. Tous les mâles 

dsp11 sont affectés. Ces mutations ressemblent à des mutations observées chez les 

mutants perte de fonction pour le gène homéotique Scr. 

•  La transformation du segment abdominal A6 en A5. Des soies apparaissent sur le 

sternite A6 pour 20% des mâles dsp11. Ce phénotype traduit une dérégulation du gène 

Abd-B. 

• La transformation du segment abdominal A4 en segment A5. La moitié des mâles 

présente des taches pigmentées sur le tergite A4 qui sont normalement présentes sur le 

tergite A5. Ce phénotype est caractéristique d’une mutation gain de fonction du gène 

Abd-B. 
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Figure 26 : Les différentes transformations homéotiques observées chez le mutant dsp11. 

 

Les trois premières transformations présentées miment des mutations perte de fonction 

de différents gènes homéotiques Ubx, Scr et Abd-B. Il a été montré que l’expression du gène 

Scr diminue très fortement dans un contexte mutant dsp11. De plus, des études d’interactions 

génétiques entre l’allèle dsp11 et des allèles perte de fonction des gènes Ubx, Scr et Abd-B 

montrent que la fréquence et la « force » des phénotypes décrits ici sont augmentées. Cela 

prouve que la protéine DSP1 participe au maintien de l’activation des gènes homéotiques. 

Cette idée est confortée par le fait que l’allèle dsp11 interagit génétiquement avec des allèles 

perte de fonction des gènes trxG, trx et ash1 en augmentant la fréquence des phénotypes de 

type trxG. A l’inverse, la mutation dsp11 supprime en partie le phénotype caractéristique de la 

mutation perte de fonction du gène PcG, Pc. Donc la protéine DSP1 appartient au groupe 

TrxG. 

Abdomen de drosophile sauvage 

Haltère dsp1 1 transformée en aile  Haltère +   

Patte T1 + Patte T1 dsp1 1 transformée en patte T2  

Drosophile sauvage Drosophile dsp11 

Abdomen de drosophile dsp1 1 

Le segment A4 prend l’identité du segment A5 
Le segment A6 prend l’identité du segment A5 
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Mais le dernier trait phénotypique présenté par le mutant dsp11 est corrélé à une mutation 

gain de fonction du gène homéotique Abd-B. Cette transformation ressemble à des mutations 

touchant la région MCP. MCP est une séquence de 300 pb permettant aux régions de 

régulation iab4 et iab5 des gènes abd-A et Abd-B de fonctionner indépendamment (Karch et 

al., 1994). Une délétion dans cette région entraîne une expression ectopique du gène Abd-B 

dans le segment A4 provoquant une pigmentation de celui-ci. Ici, la mutation dsp11 se 

comporte comme une mutation de type PcG.  

Malgré son rôle TrxG qui semble prépondérant, DSP1 se comporte soit comme une 

protéine TrxG, soit comme une protéine PcG selon le locus considéré. Pour conclure, le gène 

dsp1 peut être classé comme un ETP. Déterminé génétiquement, le rôle du produit du gène 

DSP1 est de réguler les gènes homéotiques avec les protéines PcG et TrxG. 

b) La protéine DSP1 participe au remodelage de la 

chromatine. 

Des études in vitro ont montré que la protéine HMGB1 participe à la réplication de 

l’ADN, l’asssemblage des nucléosomes et à la régulation de la transcription en remodelant la 

chromatine (Travers, 2003). La protéine DSP1, homologue de la protéine HMGB1 est-elle 

capable de remodeler la chromatine ? Les données génétiques suggèrent que la protéine DSP1 

régule la région MCP. La région MCP est une zone d’hypersensibilité à la DNase (Karch et 

al., 1994). Des expériences de digestion à la DNase de la chromatine extraite d’embryons 

sauvages et mutants dsp11 ont montré que l’absence de la protéine DSP1 provoque la 

disparition de l’hypersensibilité à la DNase de la région MCP. Ce résultat indique que la 

protéine DSP1 participe au remodelage de la chromatine au niveau du locus MCP (Decoville 

et al., 2001). Il a été proposé que la protéine DSP1 régule les gènes homéotiques en 

remodelant la chromatine des régions régulatrices. 

c) DSP1 régule le gène Scr agissant comme une protéine 

TrxG. 

Le phénotype du mutant dsp11 indique que DSP1 doit réguler le gène Sex combs 

reduced (Scr). En effet, l’expression de Scr est considérablement réduite dans le segment T1 

du mutant dsp11 (Decoville et al., 2001). Le gène Scr fait partie du complexe homéotique 

Antennapedia. Il est nécessaire à l’établissement et au maintien de l’identité morphologique 

des segments thoraciques et du labium (Pattatucci et al., 1991). Des fragments d’ADN issus 

du complexe AntpC ont été sous-clonés permettant de mettre en évidence les séquences 
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régulatrices du gène Scr répondant aux protéines PcG et TrxG (Gindhart et Kaufman, 1995). 

Dans les travaux présentés dans Rappailles et al., (2005), le laboratoire a montré que la 

protéine DSP1 régule Scr en se liant à la région régulatrice Scr10.0XbaI. L’introduction de ce 

domaine de 10 kb en amont du gène rapporteur Lac Z dans une lignée de drosophiles 

transgéniques induit spécifiquement l’expression du gène Lac Z au niveau du segment 

thoracique T1 chez l’embryon et dans les disques imaginaux T1 de larve (Gindhart et al., 

1995). En contexte mutant dsp11, l’expression du transgène Lac Z régulé par Scr10.0XbaI est 

abolie dans les disques imaginaux T1 de larve. Mais cette expression reste identique dans les 

embryons. Cela indique que DSP1 est nécessaire au maintien de l’activation de l’expression 

du transgène dans la larve mais pas dans l’embryon. De plus, l’insertion du transgène a créé 

un nouveau site de fixation sur les chromosomes polyténiques de la lignée transgénique pour 

la protéine DSP1. L’activation du transgène par DSP1 repose sur une interaction physique 

entre cette protéine et la zone de régulation Scr10.0XbaI. Des expériences de ChIP analysées 

par Southern Blot ont montré que DSP1 se lie précisément à deux régions régulatrices de 1 kb 

de Scr10.0XbaI dans des cellules de drosophile SL-2. Plus tard, Salvaing et ses collaborateurs 

ont montré que DSP1 s’associe physiquement avec la protéine ETP Corto. Comme Corto est 

aussi fixée sur le gène Scr via la séquence de régulation Scr10.0XbaI, les auteurs concluent 

que Corto et DSP1 sont associées physiquement pour réguler le gène Scr (Salvaing et al., 

2006). Pour conclure, DSP1 participe au maintien de l’activation spatio-temporelle du gène 

Scr. 

d) DSP1 permet le recrutement des protéines du groupe 

PcG. 

Le rôle des protéines PcG et TrxG est de maintenir l’expression de leurs gènes cibles 

en remodelant localement la structure de la chromatine. Un certain nombre de protéines ont 

pour rôle de recruter les complexes PcG et TrxG : ce sont les protéines Pho, PHOL, Zeste, 

GAF, PSQ, Ban, Corto, Grh, SP1/KLF (leurs rôles ont été décrits dans le chapitre consacré au 

recrutement des PcG et TrxG). Il a été montré que la protéine DSP1 joue un rôle dans le 

maintien de la répression des gènes en recrutant les protéines PcG sur un domaine particulier : 

Ab-Fab. Nous avons vu précédemment que DSP1 se fixe dans l’embryon sur le PRE/TRE 

Fab7. Ab-Fab est un élément régulateur de 219 pb nécessaire et suffisant à l’activité du 

PRE/TRE du domaine Fab7 régulant le gène Abdominal-B (Déjardin et Cavalli, 2004). 

Lorsque l’on insère un transgène contenant le gène white (w) sous le contrôle du domaine Ab-

Fab, ce dernier est capable d’induire la répression du gène w. L’insertion du transgène crée un 
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nouveau site de fixation pour les protéines PcG. Ab-Fab contient des sites de fixation pour les 

protéines PHO, GAF et Zeste. Si l’on mute ces sites, la répression du transgène et la fixation 

de la protéine Ph sur les chromosomes polyténiques sont réduites voire abolies. Donc les sites 

de fixation des protéines PHO, GAF et Zeste sont indispensables au fonctionnement du 

domaine Ab-Fab. Ces sites ont été insérés dans une séquence artificielle issue de la bactérie 

appelée Syn-Fab. Cette séquence n’est plus capable de réprimer le gène w. Cela indique que 

les sites PHO, GAF et Zeste sont nécessaires mais pas suffisants pour l’activité répressive 

d’Ab-Fab. D’autres séquences devraient être déterminantes pour la fonction de ce PRE/TRE. 

Des alignements de séquences d’Ab-Fab avec d’autres PRE/TRE ont permis d’identifier une 

nouvelle séquence 5’-GAAAA-3’ (G(A)4), régulièrement localisée à proximité d’un site PHO. 

Il a été montré que cette séquence est nécessaire à l’activité répressive d’Ab-Fab. Lors 

d’études de la fixation de la protéine DSP1 sur le complexe BX-C, la séquence Fab-7 a été 

établie comme une cible de la protéine. Plusieurs expériences ont confirmé que DSP1 est 

capable de se fixer à la séquence G(A)4. Premièrement, des analyses de retardement sur gel 

ont montré que DSP1 est capable de se lier sur une sonde à ADN contenant la séquence 

G(A)4. Deuxièmement, en contexte mutant dsp11, l’activité répressive du domaine Ab-Fab sur 

le gène w est perdue. Troisièment, l’insertion du transgène crée un site ectopique de liaison 

pour la protéine DSP1 sur les chromosomes polyténiques. Cette donnée est confirmée par des 

expériences de ChIP validant le fait que DSP1 se fixe précisément sur le domaine Ab-Fab in 

vivo. Lorsque l’on mute le site G(A)4 dans le domaine , on abolit le recrutement de la protéine 

DSP1 sur les chromosomes polyténiques. Enfin, il a été montré que l’absence de DSP1 abolit 

le recrutement de la protéine Ph sur le domaine Ab-Fab (Déjardin et al., 2005). Tous ces 

résultats montrent que DSP1 agit comme un recruteur des PcG en se fixant sur la séquence 

G(A)4.  

e) Recherche des séquences cibles de la protéine DSP1. 

(1) Profils de fixation de DSP1 sur le complexe Bithorax. 

Au cours de sa thèse, A. Rappailles a déterminé le profil de fixation de la protéine 

DSP1 sur le complexe BxC par des expériences de ChIP (Rappailles, 2005). Plusieurs 

données génétiques obtenues avec le mutant suggèrent que la protéine DSP1 a pour cibles les 

séquences régulatrices du complexe BxC notamment MCP, iab-6 et bx (Decoville et al., 

2001). De plus, la fixation de la protéine DSP1 sur le complexe Bx-C a été observée par des 

expériences d’immunolocalisation sur les chromosomes polyténiques (Salvaing et al., 2006). 
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Des expériences de ChIP couplées à des analyses sur macro-puces à ADN ont permis de 

préciser in vivo les séquences cibles de la protéine DSP1 sur le complexe Bx-C. Le profil de 

fixation de DSP1 a été déterminé sur 10 régions cibles des PcG et TrxG sur le complexe BxC 

recouvrant les promoteurs des gènes et les PRE/TRE (ou CMM) (Orlando et al., 1998). Ce 

sont les régions bx, bxd, iab2, iab4, MCP, iab6 et Fab7 et les promoteurs des gènes Ubx, abd-

A et Abd-B (Figure 27) qui ont été découpés en 57 fragments de 1 kb et fixé sur une 

membrane. Puis les fragments d’ADN obtenus par des expériences de ChIP sur des embryons 

avec des anticorps anti DSP1 et radiomarqués ont été hybridés sur la puce à ADN. La figure 

27 présente les résultats obtenus.  

 

 

 

Figure 27 : Fixation de la protéine DSP1 sur des domaines de régulation du complexe 
Bithorax. (a) Le graphique présente le profil de fixation de DSP1. Les domaines de 
régulation sont indiqués en abscisse (Pr signifie promoteur). Une barre représente un 
fragment de 1000 pb. Le degré d’enrichissement associé à chaque fragment est indiqué en 
ordonnée. Huit sites sont des cibles prédominantes de la protéine DSP1 (Flèches rouges). 
Extrait de (Rappailles, 2005) (b) Schéma du complexe Bithorax et des zones de régulation 
connues. Adapté de Rank et al., (2002). 
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En prenant le locus MCP comme référence, 8 régions cibles présentant un degré 

d’enrichissement supérieur à 3 (le degré d’enrichissement associé à chaque fragment 

correspond au rapport entre l’intensité du signal spécifique avec les anticorps anti DSP1 et 

celle du signal contrôle avec le sérum pré-immun). Ces résultats montrent que la distribution 

de la protéine DSP1 n’est pas homogène le long des domaines étudiés. DSP1 est associée 

préférentiellement à des fragments recouvrant les PRE/TRE des domaines bx, iab2, MCP, 

Fab7 et les promoteurs des gènes Ubx, abd-A et Abd-B. DSP1 est fixée aussi sur une partie du 

domaine iab6 qui n’a fait l’objet d’aucune étude. Cette étude a permis de déterminer que la 

protéine DSP1 se fixait majoritairement sur les PRE/TRE et les promoteurs des gènes.  

(2) Sur tout le génome 

L’étude de la fixation de la protéine DSP1 sur les chromosomes polyténiques de 

glandes salivaires de larves de troisième stade a montré qu’elle se fixait sur 173 sites distincts 

(Salvaing et al., 2006). Une étude publiée récemment décrit les profils de fixation de certaines 

protéines PcG et TrxG, dont la protéine DSP1, sur le génome d’embryon de drosophile 

(Schuettengruber et al., 2009). Des expériences d’immuno-précipitation de la chromatine 

pontée d’embryons de drosophile avec des anticorps anti DSP1 combinés avec une puce à 

ADN à haute résolution (ChIP on chip) ont montré que la protéine DSP1 se fixe sur 1982 

régions du génome entier de la drosophile. Les différences entre le nombre de sites de fixation 

obtenus par ChIP on chip et par immunolocalisation sur les chromosomes polyténiques tient 

au fait de la résolution. Cette étude donne plusieurs informations sur la protéine DSP1. 

Premièrement, le fait que la protéine DSP1 est fortement corrélée avec la protéine Trx-N 

(1182 cibles communes) et faiblement corrélée avec les protéines Pc et Ph (225 cibles 

communes). Deuxièmement, DSP1 semble associée autant avec les gènes actifs et les gènes 

réprimés puisqu’elle partage autant de sites avec les histones H3K27me3 (associées à des 

gènes dont la transcription est réprimée) qu’avec les histones H3K4me3 (associées à des 

gènes dont la transcription est active). Concernant le recrutement, DSP1 semble fortement 

associée avec la protéine GAF (66% des sites DSP1 sont partagés avec la protéine GAF). Par 

exemple, DSP1 et GAF sont associées avec 50% des sites où se fixe PH. La séquence 

consensus de fixation de la protéine DSP1 est composée de répétition GA/CT. Le site G(A)4 

ne semble pas être une cible préférentielle pour la protéine DSP1. Les résultats de la fixation 

de la protéine DSP1 sur tout le génome confirment la fonction d’ETP de DSP1, celle-ci étant 

autant associée avec les gènes activés qu’avec les gènes réprimés. 
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2. Les autres fonctions régulées par la protéine DS P1. 

Sur les 1982 sites de fixation de DSP1 sur le génome de l’embryon de drosophile, 670 

ne sont pas partagés par les protéines Pc, Ph et/ou Trx (Schuettengruber et al., 2009). Cela 

illustre le fait que la protéine DSP1 intervient dans d’autres fonctions que le maintien de 

l’expression des gènes avec les protéines PcG et TrxG. 

a) DSP1 régule l’expression de knirps.  

L’étude de la protéine DSP1 a permis de préciser son rôle dans la régulation du gène 

de segmentation knirps (kni) avec l’aide de la protéine Bicoïd (BCD). La souche mutante 

dsp11 présente une malformation du segment A4 à tous les stades du développement. Ce type 

d’anomalie est dû à l’absence de la protéine DSP1 d’origine maternelle. Cette malformation 

du segment A4 est un trait phénotypique présenté par certains mutants des gènes lacunaires 

kni et krüppel (kr). Ces gènes interviennent dans la segmentation précoce de l’embryon. 

Lorsque DSP1 est absente, le domaine d’expression du gène kni est réduit tandis que le 

domaine d’expression du gène kr est augmenté postérieurement dans l’embryon de 

drosophile. La malformation du segment A4 est due à un défaut dans l’activation du gène kni. 

Ce dernier est activé par deux produits d’origine maternelle BCD et Caudal. L’étude de 

l’interaction génétique entre la mutation dsp11 et des mutations bcd montre une forte 

augmentation de l’anomalie A4 chez les doubles mutants. Les protéines DSP1 et BCD 

régulent ensemble le gène kni. Il a été prouvé, in vivo et in vitro, que les protéines DSP1 et 

BCD interagissent physiquement. Par des expériences de ChIP, il a été montré que, dans les 

embryons de drosophile, la protéine DSP1 est présente au niveau de la région régulatrice du 

gène kni contenant les sites de fixation de la protéine BCD. En conclusion, DSP1 active le 

gène kni avec l’aide de la protéine BCD lors de l’embryogénèse précoce (Daulny et al., 2003). 

b) DSP1 intervient dans la régulation des peptides 

antimicrobiens. 

DSP1 apparaît comme jouant un rôle dans l’inhibition des gènes intervenant dans la 

réponse immunitaire. Lors d’une infection par une bactérie, le facteur de transcription NF-κB 

(Nuclear Factor-kappaB) va activer la transcription des gènes responsables de l’immunité 

(Ferrandon et al., 2007). Kim et ses collaborateurs ont simulé une infection immunitaire par 

ajout de lipopolysaccharide et de peptidoglycane (constituants de la paroi des bactéries) sur 

des cellules SL2 de drosophile, et ils ont observé que la protéine DSP1 forme un complexe 
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avec les protéines HDAC1 (ou RPD3), Jun-related antigen (Jra) et Signal-transducer and 

activator of transcription protein at 92E (Stat92E). Ce complexe a pour rôle d’inhiber la 

transcription d’un gène codant pour le peptide antimicrobien Attacin. Ce travail montre le rôle 

de la protéine DSP1 dans la régulation des gènes responsables de la réponse immunitaire 

(Kim et al., 2007).  

III. Sujet de recherche 

Le projet de thèse présenté ici s’articule autour de deux projets concernant la protéine 

DSP1. Le premier projet porte sur la purification des partenaires de DSP1. Le second objectif 

est l’étude structurale de la protéine DSP1. 

A. Identification des partenaires de la protéine DS P1. 

Le rôle des protéines PcG et TrxG est de maintenir l’expression des gènes. Au niveau 

moléculaire, ces protéines agissent en complexes multiprotéiques. Chez la drosophile, quatre 

complexes de type PcG (PRC1, dRAF, PRC2 et PhoRC) et trois complexes TrxG (TAC1, 

BRM et GAF-FACT) ont été purifiés et caractérisés biochimiquement. Ces complexes sont 

aidés par une troisième classe de protéines, les ETP. Définis génétiquement, les ETP sont des 

gènes qui participent à la fois au maintien de la répression génique avec les PcG et au 

maintien de l’activation avec les trxG (Gildea et al., 2000). Le modèle d’action des ETP 

indique qu’elles fassent le lien entre l’ADN et les complexes PcG et TrxG en interagissant 

physiquement avec ces deux partenaires. Parmi les complexes de type PcG et TrxG qui ont 

été purifiés, aucun ne contient la protéine DSP1. Une question se pose : DSP1 interagit-elle 

physiquement avec les protéines PcG et TrxG ? Le mécanisme d’action des PcG et TrxG 

suggère que DSP1 fasse partie de complexes protéiques. Par tamisage moléculaire, les 

complexes contenant la protéine DSP1 ont été caractérisés dans les embryons de drosophile 

(Figure 27) (Rappailles et al., 2005). 

 

Figure 27 : Séparation par tamisage moléculaire des complexes contenant la protéine DSP1 
dans l’embryon de drosophile. Western blot sur les fractions issues du passage d’extraits de 
protéines d’embryons âgés de 0 à 20 heures sur colonne de Sephacryl S400 avec un anticorps 
anti-DSP1 révélé avec des anticorps couplés à la peroxydase. T : témoin positif. Extrait de 
Rappailles et al., (2005). 

669 kDa 232 kDa 2 MDa 

T  30 32  34  36   38   40  42  44  46 48  52 54    56   58 60 62  64  68 70  72  74  76   78   80 
DSP1 
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Cette expérience démontre que DSP1 fait partie de complexes multiprotéiques dans 

l’embryon de drosophile. De plus, elle permet de préciser, la taille de ces complexes. La 

protéine DSP1 se trouve en majorité dans les fractions 54 à 64 correspondant à une taille 

comprise entre 200 kDa et 650 kDa. Dans une moindre mesure, elle est présente dans les 

fractions 42 à 52 correspondant à des tailles de 1 MDa. La taille des complexes contenant la 

protéine DSP1 a été caractérisée avant mon arrivée en thèse. 

L’objectif de mon projet de thèse présenté ici était d’identifier les partenaires de la 

protéine DSP1. Plusieurs techniques peuvent être employées afin de purifier les complexes 

protéiques. Nous avons utilisé la technique d’immuno-affinité. A l’aide d’anticorps dirigés 

contre une partie de la protéine DSP1 et immobilisés sur des résines, nous avons purifié les 

complexes contenant la protéine DSP1. Cette technique nécessite peu d’étapes de purification 

avec une quantité de matériel biologique relativement accessible. Dans un premier temps, j’ai 

mis au point au laboratoire des techniques d’immuno-affinité. A l’aide de ces techniques, 

nous avons identifié les partenaires de la protéine DSP1 dans l’embryon puis nous avons 

caractérisé les relations biologiques entre DSP1 et un certain nombre de partenaires plus 

particulièrement la protéine Rm62 

B. Contribution à l’étude structurale de la protéin e DSP1. 

La seconde partie du projet de thèse s’articule sur l’obtention de la structure 

tridimensionnelle de la protéine DSP1. La structure 3D de la protéine DSP1 nous permettrait 

de mieux comprendre la fonction de la protéine DSP1 notamment de sa partie N-terminale. La 

première étape pour l’obtention de la structure de la protéine DSP1 est la production en masse 

de cette protéine qui permettrait, à terme, des études in vitro comme, par exemple, des études 

d’interaction avec des partenaires identifiés dans le projet précédant. La production chez 

E.coli et la purification de la protéine DSP1 recombinante avaient déjà été effectuées au 

laboratoire (Janke et al., 2003). Mais le système de purification choisi (DSP1 fusionnée avec 

la maltose-binding protein) ne permettait pas d’obtenir des quantités compatibles avec des 

études structurales. Au cours de ma thèse, j’ai entrepris la production et la purification de la 

protéine DSP1 recombinante fusionnée avec une étiquette six histidines. L’obtention de 

grande quantité de protéine recombinante nous a permis de définir de nouveaux paramètres 

physico-chimiques de la protéine DSP1. 
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Afin d’identifier les partenaires de la protéine DSP1 dans l’embryon, nous avons 

décidé de purifier les complexes contenant la protéine DSP1 à l’aide d’anticorps. Deux 

techniques d’immunopurification similaires et complémentaires ont été développées au cours 

de ma thèse. La première technique consiste à purifier les complexes à l’aide d’une protéine 

DSP1 « chimérique » portant des étiquettes à ses extrémités avec des anticorps qui sont 

dirigés contre les étiquettes. Le second type d’immunopurification consiste à utiliser des 

anticorps dirigés directement contre la protéine DSP1 endogène. L’avantage de la première 

méthode est qu’elle permet de purifier les partenaires de la protéine DSP1 de manière plus 

spécifique pour deux raisons. Premièrement, les anticorps dirigés contre les étiquettes n’ont 

pas ou peu de réactivité croisée contre les protéines de drosophiles. Deuxièmement, elle fait 

appel à deux étapes successives de chromatographie d’immunoaffinité contrairement à la 

seconde méthode qui n’en a qu’une seule. Mais elle nécessite la création et l’utilisation de 

lignées drosophiles transgéniques exprimant la protéine DSP1 étiquetée ce qui entraîne de 

nombreux contrôles. A l’inverse, la deuxième méthode est plus rapide car on purifie les 

complexes à partir de la protéine DSP1 endogène grâce à des anticorps anti-DSP1 déjà 

disponibles au laboratoire. Comme ces anticorps sont dirigés contre les boîtes HMG de la 

protéine DSP1, il est possible que d’autres protéines HMG soit retenues par ses anticorps. 

I. Purification des partenaires de la protéine DSP1 . 

A. Etudes des protéines DSP1 étiquetées. 

Cette stratégie de purification nécessite l’utilisation de drosophiles transgéniques 

exprimant la protéine DSP1 étiquetée. L’étiquette peut être placée en position C ou N-

terminale de la protéine étudiée. Il est possible que la présence de l’étiquette change la 

fonction de la protéine étiquetée par rapport à la protéine native. Nous avons augmenté nos 

chances de réussite en choisissant d’étiqueter la protéine DSP1 en position N-terminale par 

trois peptides FLAG (DYKDDDDK) et trois peptides HA (YPYDVPDYA) ou bien en 

position C-terminale par trois peptides FLAG. La présence d’une double étiquette présente un 

avantage par rapport à une seule étiquette puisqu’elle permet deux étapes 

d’immunopurification au lieu d’une seule. Deux types de lignées de drosophiles transgéniques 

ont été produites : l’une intégrant le transgène pPWF dsp1 permettant l’expression de la 

protéine DSP13FLAG, l’autre ayant intégré le plasmide pPHWF dsp1 exprimant la protéine 

DSP13FLAG3HA (Figure 28). L’expression des protéines DSP1 étiquetées est contrôlée par des 

séquences activatrices de la transcription UAS (Upstream Activation Sequence) qui sont 
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reconnues par le facteur de transcription Gal4 de levure. Ce système d’expression inductible 

dans les différents tissus de la drosophile permet de contrôler l’expression des protéines DSP1 

étiquetées en fonction de l’expression de la protéine Gal4.  

 

 

 

Figure 28 : Schéma des transgènes insérés dans le génome de la drosophile afin d’exprimer 
la protéine DSP1 étiquetée. Entre les pieds de l’élément P (P), la séquence de l’ADNc du 
gène dsp1 est étiquetée par des peptides 3 FLAG 3 HA en position N-terminale (plasmide 
pPHWF FLAG HA) ou 3 FLAG position C-terminale (plasmide pPWF FLAG). L’expression 
de la protéine DSP1 est contrôlée par des séquences UAS issues de levures. La copie 
minimale du gène white (mini-white) sert de gène de sélection. 
 

Après la construction des transgènes pPWF dsp1 et pPHWF dsp1, ceux-ci ont été 

insérés dans le génome de drosophile w1118. Il a fallu sélectionner les drosophiles ayant intégré 

les éléments P grâce au gène de sélection mini-white, puis localiser les transgènes dans le 

génome de ces drosophiles. 

1. Localisation des transgènes. 
La localisation des transgènes a été réalisée par les croisements présentés dans la 

figure 29. La localisation sur les autosomes a été réalisée par des croisements entre des 

lignées portant des chromosomes balanceurs du II ou du III, et les lignées portant les 

transgènes permettant l’expression des protéines DSP1 étiquetées (désignées par P[w+, UAS-

dsp1]). La localisation sur le chromosome III, qui n’est pas présentée ici, a été réalisée par des 

croisements entre une lignée (w-, Tm6 Ser/Drop) et les lignées portant les transgènes P[w+, 

UAS-dsp1]. La localisation sur le chromosome IV se fait par défaut. 

 

 

     P  P UAS  Mini-white dsp1 pPWF 
FLAG 

pPHWF 
FLAG HA 
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q 

 

 
Figure 29 : Principe des croisements réalisés pour la localisation des transgènes P[w+, UAS-
dsp1] sur les chromosomes sexuels et le chromosome II. .  
 

 

♀ ♂ w- P[w+, UAS-dsp1] 

+ 
; X 

w- CyO 

Bl, L ; 

[Œil rouge] [Œil petit et blanc, aile courbée, soies courtes] 

P 

[Œil rouge, aile courbée] ♀ [Œil petit et rouge, soies courtes] ♂ X F1 

F2 : Deux solutions : 
� S’il y a des ♀ et des ♂ [œil petit, aile courbée, 

soies courtes] qui ont les yeux rouges, alors le transgène P[w+, 
UAS-dsp1] est porté par un autre chromosome que le II. 

ou 
� Si les ♀ et des ♂ [œil petit, aile courbée, soies 

courtes] ont tous les yeux blancs, alors le transgène P[w+, 
UAS-dsp1] est porté par le chromosome II. 

w- CyO 

Bl, L 
; 

w- 
CyO 

Bl, L 
; ; + 

II 

II 

II 

2) Second croisement : Localisation sur les autosomes. Exemple du chromosome II. 

+ 

+ 
; 

w- 

w- 
P[w+, UAS-dsp1] ♀ ♂ X w- 

P 

F1 : Trois solutions :  
� S’il y a 50 % des individus [œil rouge] et 50 % [œil blanc] alors le 

transgène P[w+, UAS-dsp1] est porté par un autosome. 
ou 
� Si toutes les femelles sont [œil rouge] et tous les mâles sont [œil blanc] 

alors le transgène P[w+, UAS-dsp1] est porté par le chromosome X. 
ou 
� Si toutes les femelles sont [œil blanc] et tous les mâles sont [œil rouge] 

alors le transgène P[w+, UAS-dsp1] est porté par le chromosome Y. 
 

[Œil rouge] [Œil blanc] 

1) Premier croisement : Localisation sur les chromosomes sexuels. 

P[w+, UAS-dsp1] 
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Tous les résultats sont consignés dans le tableau 7 regroupant les souches avec les transgènes 

pPWF dsp1 et pPHWF dsp1. 

 

Tableau 7 : Localisation des transgènes sur les chromosomes pour les souches 
transgéniques simple et double étiquetées. Il est indiqué si le transgène est létal à l’état 
homozygote. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans certaines lignées, les transgènes ne peuvent être à l’état homozygote car ils 

induisent de la létalité. Pour la suite des expériences, nous n’avons pas utilisé les souches 

transgéniques létales à l’état homozygote puisqu’elles possèdent le transgène en un seul 

exemplaire. 

 

PPWF dsp1 : simple étiquetée      

DSP13FLAG 

pPHWF dsp1: double étiquetée 

DSP13FLAG3HA 

Nom de la souche 

localisation 

du transgène 

sur les 

chromosomes 

Létal à l'état 

homozygote 

Numéro de 

la souche 

localisation du 

transgène sur 

les 

chromosomes 

Létal à l'état 

homozygote 

B 3 non 15 X non 

L 2 oui 20 2 non 

M 2 non 23 X non 

m' 3 oui 24 X non 

N 2 non 27 X non 

Omega 2 non 28 3 non 

S 3 non 30 X non 

Sigma 2 non 31 3 non 

T 3 non 32 2 non 

U 3 oui 35 3 non 

X 2 non 39 2 non 

Y 3 non 40 3 non 

   41 3 oui 

   42 3 non 
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2. Vérification de l’expression de la protéine DSP1  simple et 

double étiquetée. 

Pour activer la transcription du transgène P[w+, UAS-dsp1], l’activateur Gal4 doit être 

apporté par une souche transgénique l’exprimant qui est croisée avec la souche transgénique 

DSP1 étiquetée. Pour étudier la participation de la protéine DSP1 aux stades précoces du 

développement, j’ai choisi, dans un premier temps, une souche 4442 (w-, P[w+, NGT]) 

exprimant Gal4 dans les premières heures (0 à 3 heures) du développement embryonnaire. 

a) Principe de l’expression de Gal4 dans la souche 4442. 

La souche 4442 exprime la protéine Gal4 dans les premières heures de la vie 

embryonnaire grâce à un ingénieux système construit par W.D. Tracey et ses collaborateurs : 

le système Nanos – Gal4 – Tubuline (NGT) (Tracey et al., 2000) (Figure 30). Le cDNA gal4 

(G) suivi de la région 3’UTR de l’ARNm de la tubuline (T) est sous le contrôle du promoteur 

du gène nanos (N). L’intérêt du promoteur nanos est de permettre la transcription de l’ARNm 

gal4 dans les cellules nourricières au cours de l’ovogenèse. La présence de la région 3’UTR 

de l’ARNm tubuline permettra le dépôt dans l’ovocyte de l’ARNm Gal4 qui ne sera traduit 

qu’après la fécondation. La protéine Gal4 activera alors la transcription des gènes (X) sous le 

contrôle de séquences UAS. Il est important de noter que la protéine Gal4 doit être apportée 

par la mère, tandis que le gène X est apporté par le mâle. 

 

Figure 30: Principe de l’activation d’un gène X par la protéine GAL4 dans un embryon 
(NGT, X). D’après Tracey et al., (2000). 
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Figure 32: Mise en évidence par Western Blot avec des anticorps anti-FLAG et anti 
HA de la protéine DSP13FLAG3HA dans des embryons issus du croisement ♀ 4442 x  
♂w1118 (C) et ♀ 4442 x  ♂28 (28). M : marqueur de masse moléculaire. 

b) La protéine simple étiquetée DSP13FLAG 

Pour vérifier l’expression de la protéine DSP13FLAG, j’ai choisi la lignée Sigma 

(Tableau 6). Ayant les yeux rouge vif, elle exprime donc le gène mini-white de façon 

importante. Dans la lignée Sigma, le transgène se serait inséré dans une région du génome où 

la transcription est active. J’ai supposé que la protéine DSP13FLAG pourrait également être 

exprimée fortement. Par Western Blot, j’ai vérifié l’expression de la protéine DSP1 simple 

étiquetée dans les embryons âgés de 0 à 3 heures et issus du croisement ♀ 4442 x ♂ sigma 

alors que les embryons issus du croisement ♀ 4442 x ♂ w1118 ont fourni un contrôle négatif 

(Figure 31). 

 

 

 

 

 

 

 

Une bande à 60 kDa, correspondant à la protéine DSP13FLAG, est observée sur la piste S alors 

qu’elle est absente dans la piste C. La protéine DSP13FLAG est bien exprimée dans les 

embryons issus du croisement ♀ 4442 x ♂ sigma. 

c) La protéine DSP1 double étiquetée 

Afin de vérifier la présence de la protéine DSP13FLAG3HA, deux expériences de Western 

Blot ont été réalisées : l’une avec les anticorps anti-HA et l’autre avec les anticorps anti-

FLAG. Pour ces expériences, la lignée de drosophiles transgéniques 28, choisie pour les 

mêmes raisons que la lignée sigma, est croisée avec des femelles 4442 tandis que les 

embryons issus du croisement ♀4442 x ♂ w1118 ont fourni un contrôle négatif (Figure 32).  

 

 

 

DSP13FLAG3HA 

M C 
100 

 70 

kD
a C 28 28 
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Figure 31: Mise en évidence par Western Blot avec des anticorps anti FLAG de la 
protéine DSP13FLAG dans des embryons issus des croisements ♀ 4442 x ♂w1118 (C) et ♀ 
4442 x  ♂ sigma (S). M : marqueur de masse moléculaire. 
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Figure 33: Mise en évidence par Western Blot de la protéine DSP13FLAG3HA avec des 
anticorps anti-FLAG sur  les fractions contenant les protéines libres (L) et la chromatine 
pontée (P). M : marqueur de masse moléculaire. 

Que ce soit avec les anticorps anti HA ou avec les anticorps anti FLAG, une bande d’une 

taille de 70 kDa, correspondant à la protéine DSP13FLAG3HA, est présente seulement dans les 

pistes 28. DSP13FLAG3HA est donc bien exprimée dans les embryons issus des croisements 

femelles 4442 avec des mâles 28. Les deux anticorps anti-HA et anti-FLAG sont capables de 

détecter la protéine DSP1 double étiquetée en Western Blot. Avant de commencer l’immuno-

purification, il faut s’assurer que la présence des étiquettes ne perturbe pas les fonctions de la 

protéine DSP1. 

3. La protéine DSP1 double étiquetée est capable de  se fixer 

sur la chromatine. 

La protéine DSP1 endogène ayant la capacité de se fixer à la chromatine, j’ai vérifié 

que les étiquettes ne perturbent pas la capacité de la protéine DSP1 à assurer cette fonction. 

Pour ce faire, une expérience de pontage de la chromatine sur les embryons a été menée. Cette 

expérience est bien maîtrisée par le laboratoire mais nécessite une quantité importante 

d’embryons de l’ordre du gramme. Pour atteindre cette quantité, 15000 drosophiles femelles 

vierges et autant de mâles sont nécessaires. Il nous est impossible de récolter 15000 femelles 

4442 qui doivent être obligatoirement vierges. De plus, nous travaillons avec des embryons de 

0 à 3 heures ce qui limite encore la quantité disponible. C’est pourquoi j’ai dû m’assurer que 

le pontage de la chromatine était possible avec une quantité de 0,2g d’embryons issus du 

croisement ♀4442 x ♂28. Les protéines pontées sur la chromatine sont détectées par Western 

Blot avec des anticorps anti-FLAG. Le résultat est présenté dans la figure 33 : 

 

 

 

 

 

 

M 

DSP13FLAG3HA 

55 

70 

100 

L P kDa 



 89 

Une bande apparaissant à 70 kDa est observée dans les deux pistes L et P. Cette bande 

correspond à la protéine DSP13FLAG3HA. Ce résultat indique que la protéine DSP1 double 

étiquetée se trouve associée à la chromatine. Mais une partie de la quantité de protéine 

DSP13FLAG3HA produite est à l’état libre. Ce résultat est similaire à celui obtenu avec la 

protéine DSP1 endogène qui se trouve aussi dans les fractions où il y a les protéines libres et 

les fractions correspondant à la chromatine pontée (donnée non montrée). La présence de 

l’étiquette ne perturbe donc pas la fonction de liaison à l’ADN de la protéine DSP1. 

4. La protéine DSP1 double étiquetée se trouve dans  des 

complexes. 

 Lors de son stage M2, Rabhi Makhlouf avait étudié la taille des complexes contenant la 

protéine DSP1 au cours du développement embryonnaire. Dans les embryons âgés de 0 à 3 

heures, la protéine DSP1 est dans un complexe de petite taille (<150 kDa). A l’inverse, la 

protéine DSP1 est présente dans un complexe de taille plus importante dans les âges 3 à 12 h 

et 12 à 24 h. Or j’induis les protéines DSP1 étiquetées grâce à un « driver Gal4 » exprimé 

fortement entre 0 et 3 heures de développement. De plus, la quantité d’embryons récoltés en 

trois heures de ponte est faible. Ceci m’a conduit à changer le driver NGT-Gal4 (souche 

4442) exprimé dans l’embryon entre 0 et 3 heures contre un driver Daughterless Gal4 (w-, 

P[w+, Da-Gal4]) (souche 5460) dont l’expression se fait tout au long du développement. Je 

me suis assuré que la présence de l’étiquette ne perturbe pas la capacité de la protéine DSP1 à 

se lier à d’autres protéines. Pour ce faire, nous avons choisi la technique de séparation des 

protéines sur gradient de glycérol. Dans un premier temps, il a fallu calibrer les gradients à 

l’aide de marqueurs choisis pour leur masse moléculaire. Après centrifugation, j’ai mesuré 

l’indice de réfraction de chaque fraction ce qui m’a permis de constater que le gradient est 

linéaire et que celui-ci est parfaitement reproductible d’un tube à un autre (Figure 34). Pour 

ces études préliminaires, quatre marqueurs de taille ont été utilisés : la Thyroglobuline 669 

kDa, la Catalase 232 kDa, l’Aldolase 158 kDa et l’Ovalbumine 48 kDa. La position de ces 

différents marqueurs de taille est déterminée en mesurant l’absorbance des fractions à 280 nm 

(Figure 34). On constate que l’on obtient une séparation satisfaisante entre 48 kDa et 600 

kDa. Par contre, les complexes de taille supérieure ou égale à 600 kDa vont se retrouver au 

fond du tube.  
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Figure 34: Calibrage du gradient de glycérol 10-35 %. a: Indice de réfraction des fractions 
du gradient de glycérol pour deux tubes différents. b: Absorbance à 280 nm des différentes 
fractions du gradient pour les différents témoins de taille: thyroglobuline, catalase, aldolase 
et ovalbumine. 
 

Les gradients étant calibrés, j’ai extrait les protéines d’embryons âgés de 3 à 12 heures issus 

du croisement ♂5460 x ♀28 et de la souche w1118. Puis, ces protéines ont été séparées sur 

gradient de glycérol 10 - 35% selon leur coefficient de sédimentation. Une fois les gradients 

fractionnés, la présence des protéines DSP1 et DSP1 double étiquetée dans les fractions est 

repérée par Western Blot (Figure 35). 
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Figure 35: La protéine DSP13FLAG3HA est présente dans des complexes dans l’embryon. (A) 
Western Blot avec un anticorps anti DSP1 sur les fractions du gradient de glycérol séparant 
un extrait protéique w1118. (B) Western Blot avec un anticorps anti HA sur les fractions du 
gradient de glycérol séparant un extrait protéique ♂5460 x ♀28. Les fractions où sont 
présentes les protéines DSP1 et DSP13FLAG3HA sont indiquées en rouge. 
 

La protéine DSP1 endogène est présente dans les fractions 3 à 16 (35A). Dans les embryons 

âgés de 3 à 12 heures, la protéine DSP1 est présente au sein de complexes multiprotéiques 

d’une taille comprise entre 100 et 669 kDa et plus. Ce résultat confirme celui obtenu en 

séparant les protéines embryonnaires par tamisage moléculaire (Rappailles et al., 2002). La 

protéine DSP13FLAG3HA est présente dans les fractions 5 à 16 (35B). La protéine DSP1 double 

étiquetée est présente dans des complexes multimériques d’une taille comprise entre 100 et 

669 kDa dans des embryons âgés de 3 à 12 heures. Le comportement des protéines DSP1 et 

DSP13FLAG3HA est similaire. Donc l’étiquette 3 FLAG 3 HA ne perturbe pas la capacité de la 

protéine DSP1 à se complexer avec d’autres protéines. J’ai effectué les expériences de 

pontage de la chromatine et de gradient de glycérol seulement avec des extraits contenant la 

protéine DSP1 double étiquetée pour plusieurs raisons. Premièrement, la protéine 

DSP13FLAG3HA permet une double immunopurification, c’est pourquoi j’ai choisi de travailler 

à partir de cette protéine. Deuxièmement, on peut faire l’hypothèse que la protéine DSP13FLAG 

se comporte de la même façon que la protéine DSP13FLAG3HA. 

5. Mise au point du protocole d’immunopurification des 

protéines DSP1 étiquetées. 

Avant de commencer à purifier les partenaires de la protéine DSP1, il a fallu mettre au 

point un protocole d’immunopurification. Pour la mise au point du protocole j’ai pris pour 

base le travail de Klymenko et ses collaborateurs (Klymenko et al., 2006). La stratégie de 

purification est la suivante (Figure 36). 
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Après extraction des protéines des embryons exprimant la protéine DSP13FLAG3HA, les 

anticorps anti FLAG couplés aux billes d’agarose sont ajoutés à la solution. Les anticorps 

reconnaissant le peptide FLAG, la protéine DSP1 étiquetée et ses partenaires vont être 

précipitées. Afin d’éliminer le plus possible les protéines liées de manière non spécifique, les 

billes sont lavées. Les complexes vont être élués par la coupure du peptide FLAG de la 

protéine DSP13FLAG3HA par l’entérokinase qui a pour site de coupure la séquence peptidique 

DDDDK (la coupure se faisant après la lysine) correspondant à la fin de la séquence du 

peptide FLAG (DYKDDDDK). Ainsi, l’entérokinase va couper les trois peptides FLAG 

libérant la protéine DSP1 étiquetée des anticorps. Mais, il va rester des protéines liées de 

manière non spécifique qui vont se trouver dans les élutions. C’est pourquoi, une seconde 

immunopurification est préférable. Des anticorps anti peptide HA couplés avec des billes 

d’agarose sont ajoutés à la solution contenant les protéines éluées. Après lavage des billes, la 

protéine DSP1 étiquetée HA accrochée à la résine et ses partenaires sont éluées par 
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Figure 36: Stratégie de purification des partenaires de la protéine DSP13FLAG3HA. 



 93 

compétition avec le peptide HA. Les protéines récupérées sont ensuite séparées sur gel SDS 

PAGE puis analysées par spectrométrie de masse ou/et Western Blot.  

Lors de la mise au point de l’immunopurification, la présence de la protéine 

DSP13FLAG3HA dans les extraits, les lavages et les élutions est repérée par Western Blot avec 

des anticorps anti HA (Figure 37). 

 

 

Figure 37 : Immunopurification de la protéine DSP13FLAG3HA. Western blot avec des 
anticorps anti-Ha. Ex : extrait protéique embryonnaire 28 x 5460, NR : protéine non retenue 
sur les résines d’agarose couplée avec les anticorps, L1 à L4 : lavage, IPFLAG: résine anti 
FLAG + protéines précipitées, EFLAG: protéines éluées par coupure avec l’entérokinase, IPHA: 
résine anti HA + protéines précipitées, EHA: protéines éluées par compétition avec le peptide 
HA 
 

Lors de la première étape d’immunopurification, la protéine DSP1 a bien été 

immunoprécipitée par le gel d’agarose couplé avec les anticorps anti FLAG (piste IPFLAG). La 

présence de protéine DSP1 dans la piste EFLAG indique que la coupure par l’entérokinase a 

permis d’éluer la protéine DSP1 (désigné par DSP13HA). Mais la présence d’un triplet de 

bandes repéré par l’anticorps anti HA est troublant. Une première hypothèse est que la 

protéine DSP1 double étiquetée possède trois peptides FLAG qui seraient coupés 

aléatoirement par l’entérokinase faisant apparaître 3 formes de la protéine DSP1 double 

étiquetée. Mais les différences de tailles observées entre les 3 bandes me semblent trop 

importantes pour que cette hypothèse se révèle juste. La seconde hypothèse est que la protéine 
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DSP1 ne soit pas stable en solution et se dégrade pendant la nuit. Des expériences dans les 

chapitres suivants viennent étayer cette hypothèse (voir chapitre production de la protéine 

DSP1). Lors de la seconde étape, la présence du triplet de bandes correspondant à la protéine 

DSP13HA dans la piste élution indique que cette protéine est immunoprécipitée par la résine 

HA puis éluée par compétition avec le peptide HA. Mais elle est aussi présente dans la piste 

IP ce qui indique qu’il y a une majorité de la protéine DSP1 double étiquetée qui est éluée 

mais qu’une partie reste accrochée sur la résine. Pour conclure, la protéine DSP1 double 

étiquetée est bien immunoprécipitée et éluée par compétition avec le peptide HA. Grâce à 

cette technique, nous pouvons purifier les complexes contenant la protéine DSP1 étiquetée 

avec les peptides HA et les peptides FLAG. 

6. Construction de lignées de drosophiles exprimant  les 

protéines DSP1 étiquetées de manière constitutive.  

Afin d’exprimer la protéine DSP1 étiquetée, nous croisons les drosophiles portant le 

transgène P[w+, UAS-dsp1] avec une souche portant le driver da-Gal4. Cela nécessite le tri de 

nombreuses femelles vierges pour obtenir une grande quantité d’embryons exprimant les 

protéines DSP1 étiquetées. Pour s’affranchir de cette contrainte, j’ai construit des lignées de 

drosophiles exprimant constitutivement la protéine DSP1 étiquetée c’est-à-dire des lignées 

portant les transgènes P[w+, UAS-dsp1] et da-Gal4 à l’état homozygote. Le transgène da-

Gal4 est porté par le chromosome 3. Afin de faciliter la construction des lignées, j’ai choisi 

des lignées portant le transgène P[w+, UAS-dsp1] sur le chromosome 2. La souche sigma 

porte le transgène pPWF sur le chromosome 2. Par contre, la souche 28 porte le transgène 

pPWHF sur le chromosome 3. C’est pourquoi j’ai choisi la souche 20 qui porte le transgène 

sur le chromosome 2 et qui exprime fortement la protéine DSP13FLAG3HA (données non 

montrées). En utilisant des lignées portant des chromosomes balanceurs, j’ai construit les 

lignées exprimant la protéine DSP1 étiquetée de manière constitutive (Figure 38). Une fois les 

lignées construites, j’ai pu facilement récupérer des embryons de drosophiles exprimant la 

protéine DSP1 étiquetée. 
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Figure 38 : Schéma des croisements effectués lors de la construction de lignées exprimant 
la protéine DSP1 étiquetée de façon constitutive.  
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Après avoir récupéré une grande quantité d’embryons (10 g) exprimant la protéine DSP1 

double étiquetée et d’embryons w1118, j’ai fait des premiers essais encourageants 

d’immunopurification notamment avec des extraits protéiques embryonnaires totaux. Lorsque 

nous avons fait identifier certaines protéines de ce gel, il est apparu qu’il y avait beaucoup de 

trop de protéines cytoplasmiques qui contaminaient le gel (Donnée non montrée). C’est 

pourquoi, j’ai recommencé l’expérience avec des extraits de protéines nucléaires ce qui 

nécessite deux fois plus d’embryons pour avoir une quantité de protéine équivalente aux 

extraits totaux. Après avoir récupéré les 20 grammes d’embryons nécessaires puis extrait les 

protéines nucléaires, des problèmes techniques ont entraîné la perte de ces échantillons. Je 

n’ai pas pu reprendre ces expériences au cours de ma thèse. J’ai purifié les complexes 

contenant la protéine DSP1 en utilisant la seconde méthode d’immunoprécipitation. 

B. Immunopurification à l’aide d’anticorps anti-DSP 1. 

1. Mise au point. 

Au laboratoire, nous disposions d’anticorps dirigés directement contre la protéine 

DSP1. Nous savons que ces anticorps sont immunoprécipitants puisqu’ils sont utilisés avec 

succès pour des expériences de ChIP J’ai entrepris la mise au point de la purification des 

partenaires de la protéine DSP1 à l’aide de ces anticorps (Figure 39) 

 

Figure 39: Schéma de la stratégie de purification des complexes contenant la protéine 
DSP1 à l’aide des anticorps anti DSP1. 
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Les anticorps anti DSP1 ont été immobilisés sur la résine AminoLink® Plus Coupling Gel 

(Pierce). Puis ces anticorps ont été ajoutés à une solution de protéines nucléaires extraites 

d’embryons. Les partenaires de DSP1 sont précipitées avec le complexe résine-anticorps-

DSP1. La résine a été lavée afin d’éliminer les protéines fixées de manière non spécifique. La 

protéine DSP1 et ses partenaires ont été éluées en milieu acide avec du tampon 

ImmunoPure® IgG Elution Buffer pH 2.8 (Pierce). Des anticorps IgG produits chez le lapin 

ont été fixés sur la résine afin de servir d’expérience contrôle. Deux questions se posent. 

Premièrement, pouvons-nous purifier la protéine DSP1 à l’aide de ce système ? 

Deuxièmement, le lot d’anticorps IgG purifiés de lapin fournissent-ils un bon contrôle 

négatif? Ne connaissant pas la nature des molécules contre lesquelles les anticorps IgG sont 

dirigés, il faut s’assurer qu’ils ne fixent pas la protéine DSP1. C’est pourquoi il a fallu mettre 

au point la technique d’immunopurification de la protéine DSP1 à l’aide des anticorps anti 

DSP1 (Figure 40). 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Immunopurification de la protéine DSP1 par une résine d’agarose couplée avec 
des anticorps anti DSP1 et des anticorps IgG de lapin. Western blot avec des anticorps anti-
DSP1. Ex : extrait protéique embryonnaire w1118. E1 et 2: élution successive des protéines en 
milieu acide. T : extrait de tête de drosophile servant de témoin positif au western blot. 
 

La protéine DSP1, présente dans l’extrait de protéines nucléaires d’embryons, est retenue puis 

éluée par la résine couplée avec les anticorps anti DSP1. Nous pouvons utiliser cette résine 

couplée avec les anticorps anti-DSP1 pour purifier les complexes la contenant. Au contraire, 

les anticorps IgG purifiés de lapin n’immunoprécipitent pas la protéine DSP1. Le lot 

d’anticorps IgG de lapin fournit un contrôle négatif adéquat pour l’immunopurification de la 

protéine DSP1. 
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2. Identification des partenaires putatifs de la pr otéine DSP1. 

Pour identifier les partenaires de la protéine DSP1 tout au long du développement 

embryonnaire, j’ai utilisé des extraits d’embryons de drosophiles âgés de 0 à 20 heures. Après 

l’immunopurification effectuée, la totalité des protéines présentes dans les élutions est 

concentrée par une précipitation à l’acétone puis reprise dans du tampon de charge. La totalité 

de ce volume est déposée sur le gel SDS PAGE qui, après l’électrophorèse, est coloré avec du 

bleu de coomassie (Figure 41). 

 

 

Figure 41. Identification des partenaires possibles de la protéine DSP1 dans les embryons 
de Drosophiles. Les partenaires possibles de la protéine DSP1 ont été purifiés à partir 
d’extraits protéiques embryonnaires mis en contact avec une résine couplée à des anticorps 
anti DSP1. Les protéines éluées ont été séparées par SDS PAGE et visualisées par coloration 
au bleu de coomassie. Les protéines présentes dans le gel ont été identifiées par spectrométrie 
de masse. DSP1 = anticorps anti-DSP1, IgG = contrôle anticorps IgG. 
 

Les pistes IgG et DSP1 du gel ont été entièrement découpées de manière identique en 23 

bandes de 2 à 3 millimètres. Les protéines présentes dans le gel ont été analysées par 

spectrométrie de masse par Valérie Labas à la Plateforme de Protéomique Analytique et 

Fonctionnelle du Centre de Recherches INRA Nouzilly. Plus de 300 peptides différents 

correspondant à une centaine de protéines ont été identifiés pour les deux pistes analysées. Un 

travail d’analyse et de tri a été nécessaire afin de sélectionner les partenaires putatifs de DSP1 

sur lesquels nous allions travailler. Les critères de sélection ont été les suivants : 
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• Les protéines identifiées à la fois dans la piste contrôle et la piste DSP1 ont été 

éliminées. Elles correspondent aux protéines liées de manière non spécifique à la 

résine qui n’avaient pas été éliminées lors des lavages. 

• Lorsqu’une protéine a été identifiée à l’aide d’un seul peptide, celle-ci est éliminée. En 

effet, la présence d’un seul peptide identifié n’assure pas la présence certaine de la 

protéine au sein du gel.  

• A l’inverse, les protéines identifiées par plus de 2 peptides ont été sélectionnées. 

Après la sélection, il reste 23 protéines candidates en plus de la protéine DSP1 (Tableau 8) : 

 

Tableau 8 : Protéines présentes dans le gel étant des partenaires potentielles de la protéine 
DSP1 et leurs fonctions. 
 

N° Nom Taille Fonction 

1 Moca-cyp 112 kDa Transcription, épissage 

2 Chromator 100 kDa architecture de la chromatine 

3 Rm62 78 à 62 kDa 
ARN interférence; Désactivation 

transcriptionnelle 

4 Recombination repair protein 1 75 kDa Réparation de l'ADN 

5 helicase pitchoune 74 kDa inconnue 

6 CG4806 74 kDa Inconnue 

7 Srp72 72 kDa transport des ARN double brin 

8 Heat shock protein cognate 4 71 kDa ARN interférence, neurotransmission 

9 CG2260 69 kDa Inconnue 

10 Modulo 60 kDa Prolifération cellulaire, spermatogénèse. 

11 CG7275 51 kDa Phagocytose 

12 pontin 50 kDa Remodelage de la chromatine 

13 Dorsal Switch Protein 1 48 kDa Remodelage de la chromatine 

14 failed axon connections 47 kDa Formation des axones 

15 CG7845 47 kDa Inconnue 

16 CG18178 43 kDa Inconnue 

17 Actin 42 kDa Constituant du cytosquelette 

18 CG6937 40 kDa Inconnue 

19 
Replication factor C 38kD 

subunit 
38 kDa Réplication de l'ADN 

20 Mov34 38 kDa 
Formation et organisation du fuseau de 

division lors de la mitose 

21 NURF-38 38 kDa Remodelage de la chromatine 

22 CG7993 36 kDa Inconnue 

23 CG11837 35 kDa Modification d'ARN ribosomique 

24 Ribosomal protein LP0 34 kDa Traduction, Réparation de l'ADN 
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Les 23 protéines peuvent être regroupées en quatre classes : 

� La première classe correspond aux protéines qui ont déjà été retrouvées 

associées avec des complexes PcG et TrxG. C’est le cas des protéines Heat shock protein 

cognate 4 (HSC-70 4), Modulo (Mod), Pontin, Actin et Nurf-38. La protéine Hsc-70 4 est 

associée avec les complexes PRC1 et PRC2 (Saurin et al., 2001; Nekrasov et al., 2007). Dans 

l’embryon, Modulo est associée aussi bien avec le complexe PRC1 qu’avec la protéine dCBP 

(Saurin et al., 2001; Bantignies et al., 2002). Les protéines Pontin et Actin sont des membres 

du complexe dINO80, homologue du complexe de remodelage de la chromatine INO80 de 

levure. dINO80 a été purifié avec la protéine PHO au cours de l’embryogénèse (Klymenko et 

al., 2006). De plus, Pontin et Actin ont été co-purifiées avec le complexe BRM (Diop et al., 

2008; Kal et al., 2000). La protéine NURF 38 est un membre du complexe NURF 

(NUcleosome Remodeling Factor) impliqué dans des fonctions liées au maintien de la 

transcription avec les protéines TrxG (Badenhorst et al., 2002). 

� La seconde classe est constituée de deux protéines à la fonction similaire 

d’ARN hélicase. Ce sont les protéines Rm62 et Pitchoune. Ces protéines appartiennent à la 

famille ARN hélicase à boîtes DEAD. Le gène codant la protéine Pitchoune est nécessaire au 

bon développement de la drosophile. En effet, les individus homozygotes pour l’allèle perte 

de fonction du gène Pitchoune ne dépasse pas le stade larve de troisième stade. Pitchoune 

serait impliquée dans la croissance et la prolifération cellulaire (Zaffran et al., 1998), mais le 

rôle exact de cette protéine n’est pas connu. La protéine Rm62 a été plus étudiée. Elle est 

codée par un gène essentiel à la survie de la drosophile, le gène Rm62 ou Lighten up (Lip). 

Celui-ci est un suppresseur de PEV, suggérant une implication de la protéine Rm62 dans le 

remodelage de la chromatine (Csink et al., 1994). 

� La troisième classe est constituée des protéines impliquées dans des fonctions 

ayant un rapport avec la chromatine et/ou la transcription: les protéines Moca-cyp, 

Chromator, Recombination repair protein 1 (Rrp1), Replication factor C 38kD subunit 

(RfC38) et Ribosomal protein LP0 (RpLP0). Moca-cyp pourrait être impliquée dans 

l’épissage des ARN (Cavarec et al., 2002). Chromator est impliquée dans la régulation de la 

structure de la chromatine (Rath et al., 2004; Ding et al., 2009). Rrp1 est une exonucléase 

impliquée dans la réparation des dommages de l’ADN (Szakmary et al., 1996). RFC38 fait 

partie du complexe impliqué dans la réplication de l’ADN, Replication Factor C (Jaffe et 

Jongens, 2001). Le gène RpLP0 code une protéine ribosomique ayant une activité 

endonucléase. Lorsque ce gène est muté, il est un suppresseur de PEV. RpLP0 serait 

impliquée dans la régulation de l’expression des gènes (Frolov et Birchler, 1998). 
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� La dernière classe est constituée des protéines dont la fonction est peu connue 

ou inconnue. Ce sont les protéines CG4806, CG2260, CG7275, CG7845, CG18178, CG6937, 

CG7993, CG11837, Mov 34, Srp72 et failed axon connections. 

C. Etude des interactions entre DSP1 et ses partena ires. 

Pour confirmer une interaction entre deux protéines, plusieurs techniques sont possibles. 

Par exemple, les deux protéines peuvent être produites par des bactéries puis purifiées. Ainsi, 

l’interaction entre ces deux protéines est étudiée in vitro. Une deuxième possibilité pour 

confirmer une interaction est de disposer d’anticorps dirigés contre les deux protéines dont 

nous suspectons une interaction. Ces anticorps permettent des expériences de co-

immunoprécipitation et des Western Blot. Nous avons cherché dans le commerce et dans la 

communauté scientifique les anticorps dont nous pouvions disposer. 

Pour comprendre le rôle biologique des interactions entre ces protéines, nous nous 

sommes intéressés aux interactions génétiques entre le mutant dsp11 et les mutations dans les 

gènes codant les protéines partenaires de DSP1. Nous avons cherché les lignées de 

drosophiles mutantes auprès des banques de lignées de drosophiles (telles que le Bloomington 

Drosophila Stock Center de l’université d’Indiana) et de la communauté scientifique. Ainsi, 

nous avons pu disposer de lignées mutantes pour les gènes Rm62, nurf 38, Hsc70-4, modulo et 

RpLP0 et d’anticorps dirigés contre les produits de ces gènes sauf RpLP0. 

1. Interaction génétique. 

Les interactions génétiques sont mises en évidence par l’observation des phénotypes. Par 

exemple, si le phénotype provoqué par la mutation dans un premier gène est aggravé ou au 

contraire supprimé par une mutation dans un deuxième gène, alors il y a interaction entre les 

deux mutations. Une interaction génétique peut être la conséquence d’une interaction directe 

entre les protéines mais il se peut qu’elle soit la conséquence d’une cascade d’interactions 

moléculaires. Dans le cas du gène dsp1, nous nous intéressions aux transformations 

homéotiques occasionnées par la mutation nulle dsp11 (Decoville et al., 2001) (tableau 9). Les 

phénotypes homéotiques observés chez les mâles hémizygotes dsp11 issus du croisement ♀ 

dsp11 x ♂ Oregon R sont: 

� une réduction du nombre de soies dans le peigne sexuel. Le nombre de soies 

moyen est normalement de 11 dans la lignée sauvage. Mais chez les mâles hémizygotes, elles 

sont au nombre moyen de 8,65. Cette transformation est due à une dérégulation du gène Sex 

combs reduced. 
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� la transformation des haltères en ailes, c'est-à-dire du segment thoracique T3 en 

segment thoracique T2 qui est observée chez 0,7 % des individus hémizygotes dsp11. La 

présence de tissu thoracique sur le premier segment abdominal est aussi observée. Le premier 

segment abdominal se transforme en segment T3 plus antérieur. Ces deux types de 

transformation sont dus à une dérégulation de l’expression du gène Ultrabithorax. 

� des soies sur le sternite du segment abdominal A6 chez 10% des individus 

hémizygotes dsp11 alors que les individus sauvages ne présentent pas de soies sur le sternite 

du segment A6. Le segment abdominal A6 se transforme en segment plus antérieur A5. Cette 

transformation est due à une mauvaise régulation du locus infra-abdominal 6 (iab 6) 

contrôlant le gène Abd-B. 

S’il y a une interaction génétique entre la mutation et les mutations des gènes Rm62, nurf 38, 

Hsc70-4, modulo et RpLP0, le nombre de transformations homéotiques décrites ici doit être 

augmenté ou bien diminué. Les résultats des interactions génétiques sont présentés dans le 

tableau 9. 

 

Tableau 9 : Interaction génétique entre la mutation dsp11 et des mutations des gènes nurf-
38, HSC70-4, modulo, RpLP0 et Rm62. Des femelles homozygotes dsp11 ou Oregon R 
(utilisées comme contrôle) ont été croisées avec des mâles Oregon R, nurf-38k16102/Cyo, Hsc70-
403550/TM3, Hsc70-454.1/TM6, mod07570/TM3, RpLP001544/TM3 et Rm6201086/TM3. Les mâles résultant 
des croisements sont examinés pour les phénotypes déjà observés chez les mutants dsp11: (1) 
Réduction du nombre de soies sur le peigne sexuel de la patte T1. (2) Transformation des 
ailes en haltères (T3 en T2). (3) Transformation du segment A6 en segment A5 observé par la 
présence de soies sur la sternite A6. 
 

Génotype des 
descendants mâles des 

croisements 

Nombre 
de pattes 

T1 
observées 

Nombre moyen 
de soies sur le 
peigne sexuel 
de la patte T1 

Nombre de 
mâles 

observés 

T3 en T2 et 
A1 en T3 

(%) 

Nombre 
de mâles 
observés 

A6 en 
A5 (%) 

dsp11/Y ; +/+ 43 8.65 863 0,7 157 10 

+/Y ; nurf-38k16102/+ 53 10.21 253 0 38 0 

dsp11/Y ; nurf-38k16102/+ 29 8.65 132 1 141 22 

+/Y ; Hsc70-403550/+ 46 9.52 198 0 47 0 

dsp11/Y ; Hsc70-403550/+ 36 9.41 138 0 70 43 

+/Y ; Hsc70-454.1/+ 41 9,75 212 0 37 0 

dsp11/Y ; Hsc70-454.1/+ 39 8.92 82 0 76 8 

+/Y ; mod07570/+ 60 9.56 147 0 34 0 

dsp11/Y ; mod07570/+ 29 7.75 125 0 65 5 

+/Y ; RpLP001544/+ 32 10.53 312 0 43 91 

dsp11/Y ; RpLP001544/+ 48 9.9 214 1 137 61 

+/Y ; Rm6201086/+ 31 9.51 259 0 41 2 

dsp11 /Y ; Rm6201086/+ 41 8.97 554 1.3 142 44 
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a) Interaction entre dsp1 et nurf-38. 

Pour cette étude, nous utilisons l’allèle nurf-38k16102 qui a été produit par l’insertion 

d’un élément P dans la séquence du gène nurf-38 (Spradling et al., 1999). La nature de l’allèle 

produit est inconnue. Néanmoins, cet allèle est létal à l’état homozygote indiquant que le gène 

nurf-38 est indispensable à la survie de la drosophile. Chez les mâles hétérozygotes nurf-

38k16102, aucune transformation homéotique n’est observée. Les mâles hémizygotes dsp11 et 

hétérozygotes nurf-38k16102 montrent une augmentation du nombre de transformations A6 en 

A5 (22%) par rapport au résultat obtenu avec les mâles hémizygotes pour la seule mutation 

dsp11 (10%). Nous observons une interaction génétique entre les gènes dsp1 et nurf-38. Cette 

interaction suggère que les protéines DSP1 et NURF-38 régulent ensemble le locus infra-

abdominal 6 en agissant comme des protéines de type TrxG. 

b) Interaction entre dsp1 et HSC70-4. 

Deux types d’allèles du gène Hsc70-4 ont été utilisés. L’allèle Hsc70-403550 est un 

allèle hypomorphe produit par l’insertion d’un élément P dans le premier exon du gène 

Hsc70-4 (Schmucker et al., 1997). L’autre allèle utilisé est l’allèle Hsc70-454.1 produit par 

mutagénèse à l’N-éthyl-N-nitrosourée (ENU) (Mollaaghababa et al., 2001). C’est un allèle 

antimorphe produisant une protéine HSC70-4 dont la leucine 380 a été changée en proline. 

Ces deux allèles sont létaux à l’état homozygote. Ces allèles interagissent génétiquement avec 

des mutations dans les gènes PcG : Pc et Ph. Les mâles hétérozygotes Hsc70-403550/+ et 

Hsc70-454.1/+ ne montrent pas de phénotype homéotique particulier. Les mâles hémizygotes 

dsp11 et hétérozygotes Hsc70-454.1 ne montrent aucune augmentation du nombre de 

transformations homéotiques par rapport aux mâles hémizygotes pour la mutation dsp11. Par 

contre avec l’allèle Hsc70-403550, une augmentation du nombre de transformations A6 en A5 

(43%) ainsi qu’une légère augmentation du nombre de soies du peigne sexuel de la patte T1 

(9,41 soies) sont observées chez les mâles dsp11/Y ; Hsc70-403550/+ . La différence observée 

entre les deux allèles pourrait s’expliquer par la nature de l’allèle. L’allèle Hsc70-454.1 produit 

une protéine où un seul acide aminé a été échangé (Leu en Pro en position 380) ce qui n’a pas 

d’influence sur les mécanismes observés. A l’inverse, l’insertion d’un élément P dans la 

séquence du gène Hsc70-4 modifierait assez le comportement de la protéine pour perturber la 

fonction de HSC70-4. Nous observons une interaction génétique entre les gènes dsp1 et 

Hsc70-4. Cette interaction suggère que Hsc70-4 se comporte comme un trxG pour activer le 

locus iab-6 puisqu’une mutation Hsc70-403550 augmente l’effet trxG observé lors de l’absence 
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de protéine DSP1. A l’inverse, Hsc70-4 se comporte comme un PcG pour réprimer le gène 

Scr puisque la mutation Hsc70-403550 supprime l’effet trxG de la mutation dsp11. 

c) Interaction entre dsp1 et modulo. 

Pour étudier l’interaction génétique entre dsp1 et modulo, nous avons utilisé l’allèle 

mod07570. Cet allèle est produit par l’insertion d’un élément P dans la séquence du gène 

modulo. Les mâles homozygotes pour cet allèle sont stériles (Castrillon et al., 1993). Chez les 

mâles hétérozygotes mod07570, aucune transformation homéotique n’est observée. Les mâles 

hémizygotes dsp11 et hétérozygotes mod07570 montrent une réduction du nombre de soies sur 

le peigne sexuel passant de 8,65 en contexte dsp11 à 7,75 chez le double mutant. Il y a une 

interaction génétique entre les allèles dsp11 et mod07570 qui suggère que DSP1 et Modulo 

participent à l’activation du gène Scr comme les protéines TrxG. 

d) Interaction entre dsp1 et RpLP0. 

L’allèle RpLP001544 a été utilisé pour étudier l’interaction génétique entre dsp1 et 

RpLP0. Celui-ci a été produit par insertion d’un élément P dans le premier intron du gène 

RpLP0. RpLP001544 est un allèle gain de fonction hypermorphe suppresseur de PEV (Frolov et 

Birchler, 1998). Les mâles hétérozygotes RpLP001544 ont un nombre important de 

transformations homéotiques A6 en A5 (91%) comparé à celui des mâles hémizygotes dsp11 

(10%). La protéine RpLP0 se classe parmi les PcG puisque sa surexpression réprime le locus 

iab 6. Lorsque les deux allèles dsp11 et RpLP001544 sont présents dans le même individu 

(dsp11/Y ; RpLP001544/+), le nombre de transformations A6 en A5 est réduit à 61%. La 

présence de l’allèle dsp11 réduit le nombre de transformations homéotiques A6 en A5 dues à 

l’allèle RpLP001544. L’absence du produit du gène dsp1 réduit l’effet de RpLP0 sur la 

répression et/ou l’absence d’activation du locus iab 6 contrôlant le gène Abd-B. Ceci indique 

que la protéine RpLP0 a besoin de la protéine DSP1 dans la répression du gène Abd-B. 

e) Interaction entre dsp1 et Rm62. 

Afin d’étudier l’interaction génétique entre dsp1 et Rm62, nous avons utilisé l’allèle 

Rm6201086. Cet allèle a été produit par l’insertion d’un élément P dans la séquence du gène 

Rm62. Cet allèle produisant très peu de protéine Rm62, il serait un allèle hypomorphe. A 

l’état homozygote, celui-ci est létal (Buszczak et Spradling, 2006). Les mâles hétérozygotes 

Rm6201086 ne montrent aucune transformation d’haltères en ailes, tandis que les mâles 

hémizygotes dsp11 et hétérozygotes Rm6201086 montrent une augmentation du nombre de 
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transformations T3 vers T2 (1,3% par rapport à 0,7%). Pour les transformations A6 vers A5, 

2% des mâles hétérozygotes Rm6201086 et 10% des mâles hémizygotes dsp11 ont des soies sur 

le sternite A6. Ces pourcentages augmentent à 44% chez les individus hémizygotes dsp11 et 

hétérozygotes Rm6201086. Ces résultats indiquent que les produits des gènes dsp1 et Rm62 

régulent ensemble les gènes Ubx and Abd-B en se comportant comme des TrxG. 

f) Conclusion 

Le gène dsp1 interagit génétiquement avec les gènes nurf-38, mod, RpLP0, Hsc70-4 et 

Rm62. Ces interactions nous ont permis de préciser quelles étaient les fonctions régulées par 

nurf-38, mod, Hsc70-4, RpLP0 et Rm62 (Tableau 10). 

 

Tableau 10 : Les effets (PcG ou trxG) des interactions génétiques entre la mutation dsp11 et 
les mutations nurf-38k16102, Hsc70-454.1, Hsc70-403550, mod07570, RpLP001544, Rm6201086 sur 
les gènes Scr, Ubx, Abd-B (locus iab 6). 
 

Interaction avec la mutation 
dsp11 Gène régulé 

  Scr Ubx Abd-B (iab6) 

nurf-38k16102 - - trxG 

Hsc70-454.1 - - - 

Hsc70-403550 PcG - trxG 

mod07570 trxG - - 

RpLP001544 - - PcG 

Rm6201086 - trxG trxG 
 

2. Caractérisation des interactions entre DSP1 et s es 

partenaires. 

Nous avons caractérisé une interaction génétique entre la mutation dsp11 et les 

mutations dans les gènes nurf-38, mod, RpLP0, Hsc70-4 et Rm62 ce qui nous a permis de 

préciser les gènes qu’ils régulent avec la protéine DSP1. Ces protéines ayant été identifiées 

comme partenaires potentielles de la protéine DSP1, il faut confirmer l’interaction entre la 

protéine DSP1 et les protéines Rm62, NURF-38, Modulo, HSC70-4. De plus, je dispose 

d’anticorps dirigés contre la protéine Pontin pour laquelle je n’ai pas de mutant. Les travaux 

effectués sur l’interaction entre DSP1 et Rm62 faisant l’objet d’une publication, ces résultats 

sont présentés séparément. 
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a) DSP1 et ses partenaires dans les complexes. 

La protéine DSP1 fait partie de complexes multiprotéiques d’une taille de 100 à 1 

MDa. De plus, la taille du complexe contenant la protéine DSP1 varie au cours du temps. 

Nous avons voulu savoir si les protéines identifiées lors de l’immunopurification pouvaient 

faire partie de complexes contenant la protéine DSP1. Sur gradient de glycérol, j’ai séparé les 

complexes protéiques extraits d’embryons âgés de 3 à 12 h et de 12 à 24 h. A l’aide 

d’anticorps appropriés, les protéines DSP1, NURF-38, Pontin, Modulo et HSC70-4 ont été 

repérées dans les fractions des gradients de glycérol (Figure 42). 

Dans les embryons âgés de 3 à 12 heures, la protéine DSP1 est présente dans les 

fractions 5 à 15 correspondant à des poids moléculaires de 50 kDa à 669 kDa et plus. Au 

moins dans la fraction 5, la protéine DSP1 serait présente à l’état libre dans l’embryon. Dans 

les fractions supérieures, DSP1 est présente dans les complexes protéiques allant de 100 à 669 

kDa et plus. 

La protéine HSC70-4 est présente dans les fractions 8 à 10 correspondant à des poids 

moléculaires de 150 à 200 kDa. Il n’y aurait pas de forme libre de la protéine HSC70-4 

puisque celle-ci apparaît à un poids moléculaire de 70 kDa en Western Blot. HSC70-4 est 

associée à des complexes allant de 150 à 200 kDa dans les embryons âgés de 3 à 12 heures. 

Modulo est présente dans les fractions 5 à 15 correspondant à des poids moléculaires 

de 50 kDa à 669 kDa et plus. Le poids moléculaire observé de la protéine Modulo est de 75 

kDa. Dans les fractions 5 et 6, Modulo est présente à l’état libre. La protéine Modulo est 

associée à des complexes protéiques dont le poids moléculaire est compris entre 100 et 669 

kDa et plus. 

La protéine NURF-38 est présente dans les fractions 2 à 15 correspondant à des poids 

moléculaires allant de 40 kDa à 669 kDa et plus. Le poids moléculaire observé de la protéine 

NURF-38 est de 40 kDa. Dans les premières fractions du gradient, NURF-38 se retrouve à 

l’état libre dans les extraits protéiques embryonnaires. Elle est aussi associée à des complexes 

multiprotéiques dont le poids moléculaire est compris entre 50 kDa et 669 kDa et plus. 

La protéine Pontin est présente dans les fractions 10 à 15 correspondant à des poids 

moléculaires de 200 kDa à 669 kDa et plus indiquant qu’il n’y a pas de forme libre de la 

protéine Pontin car le poids moléculaire observé de Pontin est de 55 kDa. La protéine Pontin 

est présente dans des complexes dont le poids moléculaire est compris entre 200 kDa et 669 

kDa et plus. 
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Figure 42: Western blot avec des anticorps anti-DSP1, HSC70-4, Modulo, NURF 38 et 
Pontin sur les fractions issues du gradient de glycérol. A: extrait des embryons âgés de 3-
12h et B: extrait des embryons âgés de 12-24h. Les numéros correspondent aux différentes 
fractions. Les fractions où sont présentes les protéines sont indiquées en rouge. 
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Dans les embryons âgés de 12 à 24 heures, le profil des protéines HSC70-4, Modulo, 

NURF-38 et Pontin est sensiblement le même que celui des gradients de glycérol avec les 

extraits protéiques d’embryons 3 à 12 heures. Seul le profil de la protéine DSP1 change. En 

effet, la protéine DSP1 est présente dans les fractions 4 à 14 correspondant à des tailles de 50 

à 600 kDa. La protéine DSP1 n’est pas présente au fond du tube dans les gradients de glycérol 

séparant les extraits protéiques d’embryons âgés de 12 à 24 heures. Donc, le poids 

moléculaire des complexes contenant la protéine DSP1 varie au cours du temps. Dans les 

embryons âgés de 3 à 12 heures, la protéine DSP1 est présente dans des complexes de 100 à 

669 kDa et plus alors que dans les embryons âgés de 12 à 24 heures, DSP1 est présente dans 

des complexes d’un poids moléculaire inférieur compris entre 100 et 600 kDa. 

Premièrement, toutes les protéines HSC70-4, Modulo, NURF-38 et Pontin partagent 

des fractions communes avec la protéine DSP1 que ce soit dans les embryons âgés de 3 à 12 

heures ou dans ceux âgés de 12 à 24 heures. Dans l’embryon, DSP1 peut faire partie de 

complexes contenant ces quatre protéines. 

Pour les protéines HSC70-4, NURF-38 et Pontin, le profil des complexes contenant 

ces protéines a déjà été publié. Pour la protéine HSC70-4, Mollaaghababa et ses 

collaborateurs ont séparé les protéines extraites d’embryons âgés de 3 à 12 heures par 

tamisage moléculaire sur une colonne Superose 6 (Mollaaghababa et al., 2001). La présence 

de la protéine HSC70-4 est ensuite repérée dans les fractions par Western Blot. Le poids 

moléculaire des complexes contenant HSC70-4 est compris entre 66 kDA et 669 kDa et plus. 

Dans mon expérience, la protéine HSC70-4 est associée à des complexes allant de 150 à 200 

kDa. Le poids des complexes contenant la protéine HSC70-4 est bien inférieur à celui observé 

par Mollaaghababa et al. La différence pourrait s’expliquer par la sensibilité de la révélation 

du Western Blot. Mollaaghababa utilise la chimiluminescence dont le seuil de détection est 

supérieur à la révélation par colorimétrie que j’utilise. Dans notre expérience, je n’observerais 

que le pic majoritaire de la protéine HSC70-4 observé par Mollaaghababa et ses 

collaborateurs. La différence observée pourrait également s’expliquer par les conditions 

d’extraction des protéines qui sont différentes. À la différence de Mollaaghababa, je 

n’extrairais des noyaux qu’une faible quantité de protéine HSC70-4. 

Le profil des complexes embryonnaires contenant la protéine Pontin a été publié par 

(Diop et al., 2008). Bien qu’il n’y ait pas d’indication de taille, le fait que la protéine Pontin 

soit présente dans les mêmes fractions que la protéine BRM donne une indication sur la taille 

du complexe contenant Pontin. La taille du complexe BRM est de 1 à 2 MDa. Dans notre 
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expérience, la protéine Pontin est présente dans des complexes dont le poids moléculaire est 

compris entre 200 kDa et 669 kDa et plus. Ce résultat est compatible avec celui publié par 

Diop et ses collaborateurs. 

La protéine NURF-38 fait partie du complexe de remodelage de la chromatine NURF 

(NUcleosome Remodeling Factor). La taille du complexe NURF est de 500 kDA dans les 

embryons âgés de 0 à 12 heures (Tsukiyama et Wu, 1995). Dans les embryons de 3 à 24 

heures, la protéine NURF-38 fait partie de complexes dont le poids moléculaire est compris 

entre 40 kDa à 669 kDa et plus. Ce résultat, en accord avec celui publié par Tsukiyama et Wu, 

indique que la protéine NURF-38 interagirait avec des complexes d’une taille plus importante 

que le complexe NURF. 

Aucune donnée moléculaire sur la taille des complexes contenant la protéine Modulo 

n’a été publiée. La protéine Modulo est présente dans des complexes dont le poids 

moléculaire est compris entre 100 kDa et 669 kDa et plus. Ceci est en accord avec le fait que 

Modulo interagit avec PRC1 qui est un complexe dont la taille est supérieur à 1 MDa (Saurin 

et al., 2001). 

En conclusion, les protéines DSP1, HSC70-4, Modulo, NURF-38 et Pontin partagent 

des fractions communes : elles pourraient faire partie de complexes communs. J’ai décidé 

d’approfondir l’étude des interactions entre DSP1 et Rm62 au vu des résultats génétiques. 
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b) Avec la protéine Rm62. 

(1) Introduction à l’article. 

Nous nous sommes intéressés à l’interaction entre la protéine DSP1 et Rm62. Les 

premiers résultats d’interaction génétique entre dsp1 et Rm62 ont montré que les produits de 

ces gènes régulent ensemble deux cibles communes : les gènes Ubx et Abd-B. Cette forte 

interaction génétique nous a poussé vers la caractérisation de l’interaction physique entre 

DSP1 et Rm62. La protéine Rm62 est une ARN hélicase à boîtes DEAD. Les hélicases sont 

des protéines qui rompent les interactions double brin entre ADN, ARN et les duplex ARN-

ADN en utilisant l’énergie libérée par l’hydrolyse de l’ATP. Les hélicases sont regroupées en 

cinq superfamilles nommées SF1 à SF5. Les ARN hélicases à boîtes DEAD sont classées 

dans la famille SF2 dont les protéines sont actives à l’état de monomère ou de dimère. Les 

noms de ces hélicases sont dérivés de la séquence d’acides aminés D-E-A-D (Asp–Glu–Ala–

Asp). Les ARN hélicases à boîtes DEAD sont associées à tous les processus impliquant 

l’ARN (Cordin et al., 2006). Ces protéines, souvent multifonctionnelles, sont des cofacteurs 

(coactivateur ou corepresseur) des protéines impliquées dans la régulation de la transcription 

des gènes (Fuller-Pace, 2006). A ma connaissance, Rm62 serait la première ARN hélicase à 

boîtes DEAD identifiée comme régulant les gènes homéotiques. C’est pourquoi, nous avons 

voulu caractériser l’interaction entre les protéines DSP1 et Rm62. Puis, nous avons précisé 

génétiquement le rôle du produit du gène Rm62. Ce travail a fait l’objet d’un article publié par 

le journal Genesis « Rm62, A DEAD-Box RNA Helicase, Complexes With DSP1 in 

Drosophila Embryos » (Lamiable et al 2010). 
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(2) Comparaison de l’immunoprécipitation des protéines 

DSP1 simple et double étiquetée. 

Dans les travaux présentés dans « Rm62 a DEAD box RNA helicase and DSP1 are 

component of a novel protein complex in Drosophila embryos.», nous avons caractérisé 

l’interaction entre DSP1 et Rm62 de deux manières complémentaires. La première a été 

d’utiliser les anticorps anti DSP1 pour purifier les partenaires de DSP1. Ces partenaires, dont 

Rm62 faisait partie, ont été ensuite identifiées par spectrométrie de masse. Parallèlement, j’ai 

confirmé les interactions entre DSP1 et Rm62 par une simple immunopurification de la 

protéine DSP1 étiquetée 3 FLAG en C-terminale et par une double immunopurification de la 

protéine DSP1 étiquetée 3FLA3HA en N-terminale. La présence des protéines DSP1 et Rm62 

dans l’élution a été repérée par Western Blot (Figure 43). 

 

 
 
 

Figure 43 : Rm62 interagit avec la protéine DSP13FLAG mais pas avec la protéine 
DSP13FLAG3HA. Western blot repérant les protéines DSP1 et Rm62 après (a) 
l’immunopurification de la protéine DSP13FLAG avec des anticorps anti FLAG et (b) 
l’immunopurification de la protéine DSP13FLAG3HA avec des anticorps anti HA. 
 

Dans l’expérience de simple immunopurification des complexes contenant la protéine 

DSP13FLAG, les protéines DSP1 et Rm62 sont présentes parmi les protéines éluées (43a). Cela 

confirme l’interaction physique entre la protéine DSP1 et Rm62. Dans l’expérience de double 

immunopurification des complexes contenant la protéine DSP13FLAG3HA, la protéine DSP1 est 

bien présente dans les élutions (43b), mais la protéine Rm62 est absente des protéines éluées. 

La protéine Rm62 interagit avec la protéine DSP1 étiquetée en C-terminale par trois peptides 

FLAG, mais pas avec DSP1 étiquetée en N-terminale par trois peptides HA et trois peptides 

FLAG. Plusieurs interprétations peuvent être données afin d’expliquer ce résultat. La 

première explication est qu’il y a une étape de purification supplémentaire pour la purification 

des complexes contenant la protéine DSP13FLAG3HA par rapport à la purification pour la 

protéine DSP13FLAG. L’interaction entre DSP1 et Rm62 serait faible. L’étape supplémentaire 
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serait rédhibitoire pour purifier Rm62 avec la protéine DSP1. La seconde possibilité est que 

l’étiquette trois FLAG trois HA placée en N-Terminale perturbe la capacité de la protéine 

DSP1 à se lier avec la protéine Rm62 bien que la protéine DSP13FLAG3HA soit présente au sein 

de complexes protéiques comme la protéine DSP1 endogène. Troisièmement, Rm62 est 

associée avec DSP13FLA3HA mais nous sommes en dessous du seuil de détection de la protéine 

Rm62. Afin de discriminer ces trois hypothèses, il serait possible de faire une seule étape 

d’immunopurification avec des extraits plus concentrés en protéine DSP13FLAG3HA. Si la 

protéine Rm62 est présente dans les élutions, c’est donc bien la seconde étape de purification 

qui est rédhibitoire pour la détection de l’interaction entre DSP13FLAG3HA et Rm62. A 

l’inverse, si la protéine Rm62 n’est pas présente dans les élutions, la double étiquette perturbe 

la capacité de DSP1 à se lier à Rm62. Ce résultat démontre l’importance de placer l’étiquette 

en C et N terminale de la protéine lorsque l’on veut tester des interactions protéine-protéine à 

l’aide d’une protéine possédant une étiquette peptidique. 

(3) Fixation de la protéine Rm62 sur les chromosomes 

polyténiques en contexte mutant dsp11. 

Dans l’article, nous avons montré que les protéines DSP1 et Rm62 étaient présentes 

sur des sites communs sur les chromosomes polyténiques de glandes salivaires de larve de 

troisième stade. Puis, nous avons cherché à savoir si la protéine DSP1 était capable de recruter 

Rm62 sur les chromosomes. Pour ce faire, nous avons effectué l’immunolocalisation de la 

protéine Rm62 sur les chromosomes polyténiques en contexte w1118 et mutant dsp11 

(Figure 44).  
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Figure 44 : Immunofluorescence de la protéine Rm62 sur les chromosomes polyténiques de 
glandes salivaires de larves de 3ème stade en contexte w1118 (A) et mutant dsp11 (B). 
Détection de la protéine Rm62 (vert) et de l’ADN coloré au DAPI (bleu). 
 

En comparant les deux expériences, on peut voir que la protéine Rm62 se fixe sur les 

chromosomes polyténiques en contexte w1118 et mutant dsp11. Globalement, Rm62 se fixe 

toujours sur les chromosomes polyténiques mais on ne peut pas détecter si l’absence de DSP1 

est susceptible de conduire à l’absence de Rm62 sur des cibles particulières notamment les 

complexes des gènes homéotiques. Au vu de la qualité des chromosomes en contexte mutant 

dsp11, il ne nous est pas possible de repérer des zones particulières sur les chromosomes 

polyténiques. 
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(4) Conclusion 

Nous avons choisi de nous focaliser sur l’interaction entre DSP1 et Rm62. Des 

expériences de co-immunoprécipitation et de séparation des complexes sur gradient de 

glycérol nous ont permis de déterminer que les protéines DSP1 et Rm62 interagissent dans un 

complexe d’une taille de 250 kDa au cours de l’embryogénèse. Cette interaction a lieu dans 

les embryons âgés de 3 à 12 heures mais pas dans les embryons âgés de 12 à 24 heures. Dans 

la larve, DSP1 et Rm62 ont des sites de fixation communs sur les chromosomes polyténiques 

des glandes salivaires. Cela suggère que DSP1 et Rm62 participent ensemble à la régulation 

de certains gènes. Les expériences d’interaction génétique entre les mutants des gènes dsp1 et 

Rm62 ont montré que DSP1 et Rm62 régulent ensemble les gènes homéotiques Ubx et Abd-B. 

En croisant le mutant Rm62 avec des mutants des gènes Pc, trx et brm, nous montrons que 

l’absence d’une dose de Rm62 aggrave le phénotype des mutants PcG et TrxG. Ces 

expériences nous ont permis de déterminer une nouvelle fonction pour la protéine Rm62, celle 

d’ETP. 
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II. Contribution à l’étude structurale de la protéi ne DSP1. 
 

Nous avons produit la protéine DSP1 afin d’étudier sa structure tridimensionnelle Sa 

structure primaire peut être divisée en deux parties (Figure 45). 

 

 

Figure 45: Schéma de la structure primaire la protéine DSP1. Q : Correspond aux régions 
riches en résidus glutamine. HMG A et B : Boîtes High Mobility Group. Ac : correspond à la 
région riche en acides aminés acides. 
 

A l’extrémité N-terminale, la protéine DSP1 possède deux régions d’une trentaine 

d’acides aminés riches en glutamines. La seconde partie est composée de deux boîtes HMG 

désignées par A et B et d’une queue acide. Cette seconde moitié présente une forte homologie 

avec les protéines HMGB 1 et 2 de mammifère (Lehming et al., 1994). La structure des boîtes 

HMG est déjà connue (Thomas et Travers, 2001). La particularité de la protéine DSP1 par 

rapport aux protéines HMGB est la partie riche en glutamines. Cette partie de la protéine est 

retrouvée spécifiquement chez les diptères (Sessa et Bianchi, 2007). Nous savons peu de 

choses sur cette partie de la protéine. L’étude de la structure 3D de la protéine DSP1 nous 

permettrait peut être de mieux comprendre l’apport de cette partie dans la fonction de la 

protéine DSP1. Nous avions besoin également de la protéine DSP1 pour étudier in vitro les 

interactions entre DSP1 et ses partenaires potentielles. 

A. Clonage de l’ADNc dsp1 dans le vecteur pET31b af in de 

produire la protéine DSP1 étiquetée six histidines en C-

terminale. 

Nous avons inséré l’ADNc de dsp1 dans les sites de restriction NdeI et XhoI du 

vecteur pET31b. Nous avons choisi ce vecteur pour plusieurs raisons. Premièrement, ce 

vecteur possède une séquence de 6 histidines en position C-terminale après le site de 

restriction XhoI. La séquence 6 histidines va faciliter la purification de la protéine DSP1. 

Deuxièmement, ce vecteur possède le promoteur du phage T7 permettant d’exprimer 

fortement la protéine d’intérêt qu’il contrôle. Cela implique d’utiliser des bactéries 

Escherichia coli dont le génome possède la séquence de l’ARN polymérase du phage T7 sous 

Q Q HMGA HMGB Ac 

1 6 40 122 154 171 246 258 336 370 386 
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le contrôle de l’opérateur lactose. Par ajout d’IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside), 

un analogue du lactose, l’expression de l’ARN polymérase T7 est induite. Cette dernière va 

initier la transcription du gène introduit dans le vecteur pET31b avec un fort niveau 

d’expression. Ainsi, une grande quantité de protéine recombinante est produite. 

B. Expression de la protéine DSP1-6 His.  

Nous disposions d’une collection de souches dérivées d’E. coli (DE3). Leurs noms et 

leurs différentes caractéristiques sont regroupés dans le tableau 11. 

 

Tableau 11 : Les différentes souches d’Escherichia coli utilisées au laboratoire. 
 

Nom de la souche Fournisseur Caractéristique  
BL21(DE3) Novagen Déficiente pour les protéases Lon et ompT 

BL21(DE3)pLysS Novagen 

BL21(DE3) ayant intégré le plasmide pACYC184 codant 
pour le lysozyme T7. Ce dernier réprime l'expression 
basale des gènes sous le contrôle du promoteur du phage 
T7. 

Rosetta Novagen Permet l'expression de protéines au codon rare chez E.coli. 
Rosetta pLysS Novagen Rosetta ayant intégré le plasmide pACYC184. 

Origami pLysS Novagen 
BL21(DE3) muté pour les gènes trxB et gor. Compatible 
avec la formation du pont disulfure. Intègre le plasmide 
pACYC184. 

C41 OverExpress 
Cette souche a au moins une mutation non caractérisée,  
empêchant la mort cellulaire associée à l'expression de 
protéines recombinantes toxiques. 

C43 OverExpress 
Cette souche a au moins deux mutations non caractérisées, 
empêchant la mort cellulaire associée à l'expression de 
protéines recombinantes toxiques. 

 
Ces sept souches de bactéries E.coli ont été transformées avec le vecteur pET31b dsp1. 

Après avoir induit l’expression de la protéine DSP1-6 His, sa présence dans les différentes 

souches a été repérée par une électrophorèse SDS-PAGE après coloration au bleu de 

coomassie (Figure 46): 

 

 

 



 141 

 

Figure 46 : Induction de la protéine DSP1-6 histidines dans différentes souches de 
bactéries E. coli transformées par le plasmide pET31b dsp1. Les souches E coli sont les 
souches BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, Rosetta, Rosetta pLysS, C41, C43 et Origami pLysS. 
M : marqueur de poids moléculaire, NI : l’expression de la protéine DSP1-6 His n’est pas 
induite, I : l’expression de protéine DSP1-6 His est induite par ajout d’IPTG. La protéine 
DSP1-6 His est repérée par une flèche. 
 

La protéine recombinante DSP1-6 His apparaît à un poids moléculaire apparent de 50 

kDa compatible avec ce qui est observé en Western Blot avec la protéine DSP1 dans des 

extraits d’embryons de drosophile. Cinq souches ayant été transformées par le plasmide 

pET31b dsp1 expriment la protéine DSP1-6 His : BL21, BL21 pLysS, Rosetta, Rosetta pLysS 

et Origami pLysS. Les souches C41 et C43 ne semblent pas exprimer DSP1-6 His. Au niveau 

de l’expression de la protéine DSP1-6 His, ce sont les souches BL21 et Rosetta pLys qui sont 

le mieux adaptées à la production. En plus du fait d’avoir une croissance plus rapide que les 

autres souches, elles expriment fortement la protéine DSP1-6 His. Pour la suite des 

expériences, j’ai choisi abitrairement la souche BL21. Néanmoins, j’ai conservé les clones 

Origami pLysS pET31b dsp1 car la protéine DSP1 posséde 3 cystéines dans sa séquence. Il 

est possible que des ponts disulfures se forment. 

C. Purification de la protéine DSP1-6 His sur une r ésine de 

nickel.  

La première étape de purification de la protéine DSP1-6 His a été de passer l’extrait de 

protéine sur une colonne contenant une résine Ni-NTATM (Ni+, QIAGEN) suivant le 

protocole standard. Cette résine se lie avec les groupements imidazoles des histidines de 

manière non covalente. Grâce à son étiquette 6 histidines, la protéine DSP1-6 His est retenue 

par la résine. L’ajout d’imidazole permet de décrocher la protéine DSP1-6 His. La protéine 

DSP1 6 His a été repérée par une électrophorèse SDS-PAGE après coloration au bleu de 

coomassie (Figure 47). 
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Figure 47 : Purification de la protéine DSP1 6 histidines exprimée dans la souche de 
bactéries E coli BL21 pET31 dsp1 sur résine Ni-NTATM. M : marqueur de poids moléculaire 
en kDa, I : Induit, NR : Non retenue, Lx : Lavage tampon 2 mM imidazole, E1 à E6 : Élution 
tampon 50 mM imidazole, E7 à E12 : Elution tampon 250 mM imidazole. La protéine DSP1-6 
His est repérée par une flèche. 
 

La protéine DSP-6 His est présente dans les protéines non retenues (NR) par la résine. 

La quantité de résine utilisée a été trop faible. Si tous les sites de liaison de la résine sont 

saturés, la protéine DSP1-6 His ne s’est pas totalement accrochée à la résine. A la suite de 

cette expérience, la fraction non retenue a été repassée sur la résine Ni-NTA afin de ne pas 

perdre de la protéine DSP1-6 His. Une petite quantité de protéine DSP1 est aussi présente 

dans les solutions de lavage. Cela est dû également à la saturation de la résine en protéines. La 

protéine DSP1-6 His a bien été purifiée par la résine Ni-NTA (Piste E1 à E12). Avec la 

protéine DSP1-6 His, il y a d’autres protéines contaminantes. Leur présence oblige à une 

seconde étape de purification. 

D. Purification de la protéine DSP1 6 histidines su r 

chromatographie échangeuse d’ions. 

Afin d’éliminer les contaminants, j’ai passé l’extrait purifié sur une colonne 

échangeuse de cations HiTrap SP XL. Le point isoélectrique de la protéine DSP1-6 His est de 

8.52 (estimé sur Expasy.org). Placée dans un tampon à pH 7, DSP1-6 His est chargée 

positivement. C’est pourquoi, j’avais choisi de purifier la protéine DSP1-6 His sur une 

colonne échangeuse de cations. Elle a été éluée par un gradient linéaire de NaCl de 0,05 mM à 

0,5M. La protéine DSP1 6 His a été repérée par une électrophorèse SDS-PAGE après 

coloration au bleu de coomassie (Figure 48). La protéine DSP1-6 His est présente dans les 

fractions 5 à 12. Mais d’autres protéines sont éluées par la colonne HiTrap SP XL. Elles ont 

une masse moléculaire inférieure à la protéine DSP1-6 His (entre 45 et 30 kDa sur gel SDS 
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PAGE). Je n’ai pas réussi à séparer la protéine DSP1-6 His des autres protéines par un 

passage sur colonne échangeuse de cations. La masse moléculaire des contaminants étant plus 

petite, j’ai séparé ces protéines selon leur masse moléculaire par tamisage moléculaire. 

 

 

Figure 48 : Purification de la protéine DSP1 6 histidines déjà purifiée sur colonne Ni-NTA 
sur colonne HiTrap SP XL. (A) Profil d’élution des protéines à 280 nm (B) Gel SDS Page 
puis coloration au bleu de coomassie. M: marqueur de masse moléculaire, Ex : DSP1 6 His 
avant son passage sur la colonne. 4 à 13: Numéro des fractions. La protéine DSP1-6 His est 
repérée par une flèche. 
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E. Dimérisation de la protéine DSP1. 

1. Purification de la protéine DSP1 6 histidines pa r tamisage 

moléculaire. 

Les fractions passées sur colonne échangeuse de cations sont réunies et concentrées 

dans un millilitre puis chargées sur une colonne Hiload 16/60 Superdex 75. Une fois les 

élutions récupérées, la protéine DSP1-6 His a été repérée par une électrophorèse SDS-PAGE 

après coloration au bleu de coomassie (Figure 49). 

Deux pics correspondant à des protéines sont récupérés à la sortie de la colonne (49a). Le 

premier pic sorti de la colonne est élué à un volume entre 35 et 40 mL. Lorsque l’on passe les 

fractions correspondant à ce volume d’élution sur gel SDS-PAGE après une coloration au 

bleu de coomassie, il n’y a aucune bande colorée au sein du gel (donnée non montrée). 

L’origine de ce pic est inconnue. Le second pic est sorti de la colonne entre les volumes 

d’élution 45 et 65 mL. Passées sur SDS PAGE, ces fractions contiennent la protéine DSP1-6 

His dans les volumes d’élution 49 à 62 mL (49b). Cela correspond à une masse moléculaire 

comprise entre 90 et 40 kDa. Seule la fraction 49 contient la protéine DSP1-6 His seule. Dans 

les autres fractions, la protéine DSP1-6 His est éluée avec des protéines dont le poids 

moléculaire est plus faible (entre 45 et 30 kDa sur gel SDS PAGE). Ce profil d’élution a 

apporté plusieurs informations. Premièrement, la protéine DSP1-6 His seule a été éluée de la 

colonne à un volume correspondant à des protéines de masse moléculaire de 90 kDa. Sur gel 

SDS-PAGE et en Western Blot, la protéine DSP1 apparaît à une masse moléculaire d’environ 

50 kDa. Ce résultat indique que la protéine DSP1 est un dimère en solution. Ce résultat avait 

été déjà décrit par Lehming et ses collaborateurs (Lehming et al., 1994). Ils ont purifié la 

protéine DSP1 produite par des bactéries E. coli par tamisage moléculaire sur une colonne 

superdex 200 (le résultat n’a pas été montré). Ils avaient indiqué que le volume d’élution à 

laquelle la protéine DSP1 était sortie correspondait à des protéines dont la masse est de 100 

kDa. Cela suggérait que la protéine DSP1 s’associe en dimère. Nos expériences confirment le 

fait que la protéine DSP1 se dimérise en solution. Les boîtes HMG ont la possibilité de 

s’associer en dimère et les zones riches en résidus glutamines sont généralement associées à 

l’interaction entre protéines. Si DSP1 reste en dimère sous forme cristalline, l’analyse des 

cristaux au rayon X nous indiquerait quelles sont les régions responsables de l’association en 

dimère de la protéine DSP1. Deuxièmement, la protéine DSP1-6 His est éluée avec d’autres 

protéines à des masses moléculaires entre 85 et 45 kDa. DSP1-6 His formerait avec les 

contaminants un agrégat de protéines.  
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Figure 49 : Purification de la protéine DSP1 6 histidines par tamisage moléculaire (Hiload 
16/60 Superdex 75). (a) Profil d’élution des protéines à 280 nm (b) Gel SDS Page puis 
coloration au bleu de coomassie. M: marqueur de masse moléculaire, Ex : DSP1-6 His avant 
son passage sur la colonne. 49 à 62: numéro des fractions correspondant au volume 
d’élution. La protéine DSP1-6 His est repérée par une flèche. 
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2. Diffusion dynamique de lumière de la protéine DS P1-6 His. 

Afin de s’assurer de la dimérisation de la protéine DSP1-6His, nous avons étudié la 

fraction 49 issue du tamisage moléculaire par diffusion dynamique de lumière ou Dynamic 

Light Scattering (DLS). Brièvement, la technique de diffusion dynamique de la lumière 

consiste à envoyer un faisceau laser à travers un échantillon et à analyser les fluctuations de 

l’intensité de la lumière diffusée en fonction du temps. Cela permet de mesurer le mouvement 

brownien des molécules présentes dans l’échantillon et, par des équations mathématiques, de 

déterminer le diamètre de ces molécules. Le DLS est utilisé pour déterminer le profil de 

distribution de la taille des particules en solution soit l’homogénéité de la solution et, dans le 

cas des protéines, leur masse moléculaire. Le résultat obtenu est indiqué sur la figure 50. 

 

Figure 50 : Diffusion dynamique de lumière de la protéine DSP1-6 His. 
 

Le DLS nous indique qu’il y a deux espèces distinctes dans la solution apparaissant sur le 

graphique de la distribution de la taille en fonction de l’intensité (50a). Le second pic, de 

diamètre et d’intensité importants mais représentant peu de volume de la solution (50b), 

correspond certainement à une poussière présente dans la cuve. Le premier pic correspond à la 

protéine DSP1-6 His qui apparaît sous forme « mono-disperse », c'est-à-dire homogène, 

indiquant la présence d’une seule taille de protéine dans la fraction 49. La masse moléculaire 

estimée de la protéine DSP1-6 His est comprise entre 94 kDa et 120 kDa. Cela confirme que 

la protéine DSP1 est bien sous forme de dimère en solution. 

a b 



 147 

3. Oligomérisation de la protéine DSP1. 

Afin de savoir si la protéine DSP1-6His a la possibilité de s’oligomériser au-delà d’un 

dimère, une expérience de pontage de la protéine DSP1 recombinante est menée (Figure 51). 

 

 
 

Le glutaraldéhyde permet de stabiliser les oligomères en formant des liaisons 

covalentes entre les résidus lysines. Cela permet de voir les interactions entre des protéines 

même en condition dénaturante comme c’est le cas ici. En utilisant le glutaraldéhyde comme 

agent pontant, on observe que la protéine DSP1-6 His a la capacité de former des oligomères. 

Sur la figure 51, la protéine DSP1-6 His forme majoritairement des dimères. Mais les bandes 

apparaissant au dessus de la forme dimérique indiquent que la protéine DSP1 recombinante a 

la possibilité de former des trimères voire des tétramères. Le résultat obtenu par tamisage 

moléculaire confirme ces résultats de pontage au glutaraldéhyde : la protéine DSP1 est sous 

forme de dimère au moins in vitro. 

 

 

 

Figure 51 : Oligomérisation de la protéine DSP1. Western Blot avec anticorps anti DSP1 
après un pontage de la protéine DSP1 recombinante avec le glutaraldéhyde 0,01%, à la 
température de la pièce. M : marqueur de masse moléculaire. 
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F. Etude structurale de la protéine DSP1-6 His en d ichroïsme 

circulaire (CD). 

Afin d’estimer la bonne conformation tridimensionnelle de la protéine DSP1-6 His, 

j’en ai fait l’étude en dichroïsme circulaire. Le spectre obtenu est présenté dans la figure 52. 
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Figure 52 : Spectre de dichroïsme circulaire de la protéine DSP1-6 His. Le spectre présenté 
en molar ellipticity (exprimé en deg·cm2·dmol–1) est obtenu à une température de 20°C. La 
concentration de la protéine DSP1 est de 1,07 mM (0,126 mg/mL) dans un tampon 20 mM 
NaPO4 pH 7,2 10 mM NaCl.  
 

L’analyse de ce spectre montre que 90 acides aminés seraient impliqués dans une 

hélice α et 55 dans des feuillets β. Le spectre CD de la protéine DSP1-6 His est similaire à 

celui obtenu par Janke et ses collaborateurs (89 pour les hélices α et 58 pour les feuillets β, 

Janke et al., 2003). La présence de l’étiquette six histidines ne perturbe pas la capacité de la 

protéine DSP1 à maintenir une conformation tridimensionnelle correcte. 

G. Etude de la stabilité de la protéine DSP1-6 His.  

Les protéines d’une taille inférieure à DSP1-6 his étaient co-purifiées avec DSP1-6 His à 

chaque étape de purification. Ces protéines pouvaient être des fragments de la protéine DSP1-

6 His qui auraient été coupés. C’est pourquoi, je voulais savoir si la protéine DSP1-6 his était 

stable. La fraction 49 contenant seulement la protéine DSP1 a été laissée à température 
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ambiante toute une nuit en présence d’inhibiteur de protéase. Une fois ce délai dépassé, cette 

solution est analysée sur gel SDS-PAGE (Figure 53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53 : Etude de la stabilité de la protéine DSP1-6 His. Gel SDS Page puis coloration 
au bleu de coomassie. (1) Protéine DSP1-6 His issue de la fraction 49 purifiée par tamisage 
moléculaire. (2) La même fraction après une nuit à température ambiante. La protéine DSP1-
6 His est repérée par une flèche. 
 

La protéine DSP1-6 His avait été purifiée par tamisage moléculaire. Après une nuit à 

4°C, des protéines de masse moléculaire inférieure à la protéine DSP1-6 His sont apparues. 

Afin de vérifier si ces protéines sont issues du clivage de la protéine DSP1, j’ai découpé les 

bandes colorées du gel comme indiqué sur la figure 53. Ensuite, ces bandes ont été analysées 

par spectrométrie de masse. La conclusion a été la suivante : pour l’ensemble des 4 

échantillons, la protéine DSP1 a pu être identifiée, sans aucune ambiguïté, avec de nombreux 

peptides. 

Les bandes présentes dans le gel en dessous de la protéine DSP1-6 His étaient des morceaux 

clivés de DSP1. Cette expérience a montré que la protéine DSP1-6 His n’était pas stable en 

solution. Le projet de l’équipe est de produire la protéine DSP1 afin d’obtenir la structure de 

la protéine DSP1 entière par rayon X. Mais la faible stabilité de la protéine DSP1-6 His n’est 

pas compatible avec la cristallisation. Cette étude a permis de déterminer certaines 

caractéristiques biochimiques de la protéine DSP1 comme son instabilité et sa dimérisation en 

solution. 
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I. Caractéristiques de la protéine DSP1 : implicati ons 

fonctionnelles. 

A. DSP1 est sous forme dimérique. 

Au cours de la purification de la protéine DSP1 produite par des bactéries E.coli, j’ai 

observé que celle-ci était sous forme de dimère par des expériences de tamisage moléculaire 

et de pontage à la glutaraldéhyde. Bien que les concentrations in vitro et in vivo ne soient pas 

les mêmes, la question est de savoir si DSP1 est sous forme de dimère in vivo. Lorsque l’on 

extrait les protéines des embryons, on observe que la protéine DSP1 est sous forme de 

complexes allant de 100 à 669 kDa et plus. La protéine DSP1 faisant 46 kDa, il y a une 

possibilité qu’elle soit sous forme de dimère in vivo. L’interaction entre deux protéines DSP1 

a des implications fonctionnelles fortes. DSP1 fait partie de la famille des protéines HMGB. 

Cette famille a la particularité d’interagir avec l’ADN de manière non spécifique. De plus, 

cette interaction va entraîner des courbures dans l’ADN (Murphy et al., 1999). DSP1 est 

capable de remodeler la chromatine en interagissant physiquement avec elle. 

L’homodimérisation de la protéine DSP1 aiderait celle-ci à maintenir une structure 

particulière de la chromatine. Cette idée avait déjà été évoquée dans la thèse d’Aurélien 

Rappailles (Rappailles, 2005). Il faisait l’hypothèse que DSP1 faciliterait et stabiliserait 

l’interaction entre des régions régulatrices par la formation de boucles d’ADN. La formation 

de dimère de DSP1 permettrait de maintenir la structure mise en place lors de la formation 

d’une boucle entre un PRE/TRE et un promoteur (Figure 54). La dimérisation de DSP1 

aiderait à maintenir des conformations spécifiques de la chromatine. 
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Figure 54: Modèle de rapprochement d’un PRE/TRE et d’un gène par DSP1. Lors de la 
formation d’une boucle rapprochant le PRE/TRE et un promoteur, l’interaction entre les deux 
protéines DSP1 permettrait de stabiliser cette conformation de la chromatine. Cela 
permettrait aux protéines PcG ou TrxG fixées au PRE/TRE de réguler le gène cible. Extrait 
de Rappailles, (2005). 
 

B. Stabilité de la protéine DSP1. 

Lors de la purification de la protéine DSP1-6 His, nous avons observé que celle-ci se 

clivait à des sites bien déterminés au cours de la purification. Ce résultat mène à nous poser 

plusieurs questions. La coupure de la protéine DSP1 recombinante reflète-t’elle une réalité in 

vivo ? Deux réponses peuvent être faites à cette question :  

� Non, les produits de dégradation sont des artefacts dus aux expériences de 

production de protéines par des bactéries. La protéine DSP1-6 His recombinante n’est pas 

stable parce qu’elle a une mauvaise structure tertiaire. L’homologue de la protéine DSP1 chez 

l’homme est la protéine HMGB1 qui possède un pont disulfure entre ses cystéines 22 et 44 et 

qui joue un rôle dans la stabilité de la structure tertiaire de cette protéine (Sahu et al., 2008). 

Or la protéine DSP1 possède 3 cystéines en position 186, 206 et 274 qui sont conservées de la 

drosophile à l’homme (indiquées en rouge sur la figure 55). Il se pourrait que la protéine 

DSP1 ait un pont disulfure entre les deux cystéines 186 et 206 aidant à stabiliser sa structure.  
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DSP1               1 MEHFHQIQQLAAQQQQQVQQQQLQQHQVVVQQNQQQAHQNSSNTTAGVGT     50 
                                                                        
HMGB1              1                                                         0 
 
DSP1              51 QQLFTYKMASSFPNPATTMAQVVATSNAAGTTGYDYRLNMAQAAAAAAVP    100 
                                                                        
HMGB1              1                                                         0 
 
DSP1             101 GSQWWYSAANQGQVDANTAAQLQHQQQQQQQQQQQQQQQHQQQQQMQQQQ    150 
                                                                        
HMGB1              1                                                         0 
 
DSP1             151 QQQNVINSASPMSRVKAD-AKPRGRMTAYAYFVQTCREEHKKKHPDETVI    199 
                                  ..|.| .||||:|::||:|||||||||||||||.:|. 
HMGB1              1              MGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVN     37 
 
DSP1             200 FAEFSRKCAERWKTMVDKEKKRFHEMAEKDKQRYEAEMQNYVPPKGAVVG    249 
                     |:|||:||:||||||..|||.:|.:||:.||.|||.||:.|:|||      
HMGB1             38 FSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPK-----     82 
 
DSP1             250 RGKKRKQIKDPNAPKRSLSAFFWFCNDERNKVKALNPEFGVGDIAKELGR    299 
                      |:.:|:.||||||||..||||.||::.|.|:|..:|...:||:||:||. 
HMGB1             83 -GETKKKFKDPNAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGEHPGLSIGDVAKKLGE    131 
 
DSP1             300 KWSDVDPEVKQKYESMAERDKARYEREMTEYKTSGKIAMSAPSMQASMQA    349 
                     .|::...:.||.||..|.:.|.:||:::..|:..||...:...:..:.:: 
HMGB1            132 MWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAYRAKGKPDAAKKGVVKAEKS    181 
 
DSP1             350 QAQKAALLAAAAQQQHQQLEEQHDDDDGDGDDDENQ    385 
                     :.:|........::..::.|::.|:|:.:.||||   
HMGB1            182 KKKKEEEEDEEDEEDEEEEEDEEDEDEEEDDDDE      215 
 

Figure 55 : Alignement des séquences des protéines DSP1 de drosophile et HMGB1 
humaine. Les cystéines sont indiquées en rouge dans la séquence des deux protéines. Réalisé 
avec le logiciel EMBOSS Pairwise Alignment Algorithms. 
 

Dans notre système, nous avons produit la protéine DSP1 dans une souche de bactérie E.Coli 

BL21DE3 non compatible avec la formation de ponts disulfures. La protéine DSP1-6 His 

n’ayant donc pas de pont disulfure, il se pourrait qu’il soit indispensable à la stabilité de la 

protéine. Produire la protéine DSP1-6 His dans la souche Origami, qui est une souche 

compatible avec la formation de pont disulfure, permettrait de vérifier si, premièrement, le 

pont disulfure est présent dans la structure tertiaire. Pour ce faire, on peut tester la présence 

des ponts disulfure en condition réductrice ou non sur la protéine DSP1-6 His par 

spectrométrie de masse. Deuxièmement, une fois la présence de ponts disulfures confirmée, 

on teste si la protéine est stabilisée en sa présence. Mais il se peut que ce soit la partie N-

terminale qui soit responsable de l’instabilité de la protéine DSP1. La protéine DSP1 sans la 

partie riche en acides aminées acides (sans les 162 acides aminés N-Terminale : DSP1-162) est 

stable lors de sa manipulation. De plus, les protéines DSP1 clivées sont retenues sur la 

colonne de nickel, ce qui reflète le fait qu’elles ont conservé l’étiquette 6 histidines située en 

C-Terminale. Ces deux paramètres nous indiquent que c’est la partie N-terminale qui se clive 

et qui n’est pas stable. Un séquençage N-terminale d’Edman des produits de dégradation de la 
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protéine DSP1 semble nécessaire. Cela permettrait de savoir quels sont les acides aminés 

impliqués dans les coupures. L’un des objectifs de l’obtention de la structure 3D de la 

protéine DSP1 était de mieux connaître les fonctions de la partie N-terminale. Mais la 

protéine DSP1 entière n’étant pas stable, il est difficile d’obtenir sa structure 3D. Pour 

remédier à ces défauts, on pourrait obtenir la structure 3D de DSP1-162 contenant seulement 

les boîtes HMG et la queue acide. On peut étudier in vivo, la contribution de la partie N-

terminale à la fonction de DSP1 en construisant des transgènes contenant la séquence codant 

la protéine DSP1 entière ou la protéine DSP1-162 qui serait intégrée dans le génome de 

drosophile dsp11. Nous aurions deux types de drosophiles exprimant spécifiquement chaque 

forme de la protéine DSP1 et permettant de discriminer le rôle la partie N-terminale 

notamment dans les interactions protéine-protéine (immunopurification) ou/et protéine-

chromatine (ChIP). 

� Oui, les produits de dégradation de la protéine DSP1 recombinante sont une 

réalité in vivo. Ces produits seraient dus à l’activité protéolytique endogène de la protéine 

DSP1. On sait que lors de la purification de la protéine DSP1 embryonnaire et de western 

blot, les anticorps anti DSP1 reconnaissent deux formes de la protéine DSP1 : l’une à 49 kDa 

et l’autre à 47 kDa ce qui laisse la possibilité qu’ in vivo, DSP1 existe sous deux formes. Deux 

hypothèses peuvent expliquer ce phénomène. La première est qu’in vivo la protéine DSP1 

serait clivée ce qui donnerait au moins deux formes de la protéine DSP1. Le fait d’observer, 

in vitro, des formes clivées de la protéine DSP1 recombinante serait en accord avec cette 

hypothèse. Les formes clivées de la protéine DSP1 pourraient avoir des activités différentes 

de manière similaire à la protéine Trx qui est clivée en deux formes Trx-C et Trx-N ayant des 

activités transcriptionnelles opposées. L’autre possibilité pour expliquer ce phénomène est 

l’existence d’épissage alternatif dans le gène dsp1 (Canaple et al., 1997). L’épissage alternatif 

produit deux types d’ARNm dsp1 qui vont être traduits en deux protéines de taille différente 

qui sont reconnues de manière similaire par les anticorps anti DSP1. Mais les deux ARNm 

dsp1 donnent des protéines DSP1 avec une différence de 8 acides aminées ce qui semble 

faible pour détecter cette différence en western blot. Afin de valider cette hypothèse, il serait 

nécessaire de cloner les ADNc des deux ARNm du gène dsp1 pour les associer à un vecteur 

d’expression puis de les insérer dans le génome de drosophile mutante pour le gène dsp1. 

Nous aurions deux types de drosophiles exprimant spécifiquement chaque isoforme de la 

protéine DSP1 et permettant de discriminer les tailles, puis les rôles des isoformes. 
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II. Les partenaires de la protéine DSP1. 

L’équipe dans laquelle j’effectue ma thèse s’attache à mettre en évidence les rôles 

biologiques de la protéine DSP1. Les études précédentes ont permis de révéler l’implication 

de la protéine DSP1 dans la régulation des gènes du développement. DSP1 participe au 

maintien de l’expression des gènes homéotiques avec les protéines PcG et TrxG. Au cours de 

ce travail, nous nous sommes intéressés aux partenaires protéiques de la protéine DSP1. Grâce 

à des techniques d’immunoaffinité, j’ai pu identifier un certain nombre de protéines 

partenaires notamment la protéine Rm62. J’ai précisé le rôle de celle-ci dans la régulation des 

gènes homéotiques. L’ensemble de ces résultats nous permet de définir un modèle d’action 

concernant la protéine DSP1. 

A. Les complexes contenant la protéine DSP1 évoluen t au 

cours du développement embryonnaire. 

Dans l’article, nous montrons que DSP1 est présent au sein de complexes d’une taille 

allant de 100 à 669 kDa et plus dans les embryons âgés de 3 à 12 heures tandis que leur taille 

se réduit entre 100 et moins de 669 kDa dans les embryons âgés de 12 à 24 heures. Nous 

savons que l’expression de la protéine DSP1 se régionalise dans les embryons plus âgés alors 

qu’elle est exprimée de manière ubiquitaire dans l’embryogénèse précoce. L’interaction entre 

DSP1 et Rm62 ne se produit que dans les embryons entre 3 à 12 heures. L’ensemble de ces 

résultats suggère que DSP1 jouerait un rôle dans la mise en place de systèmes de régulation 

de l’expression des gènes au cours de l’embryogénèse précoce. Pour cela, elle interagit avec 

des complexes de haut poids moléculaire. Une fois son action effectuée, comme par exemple 

le recrutement des PcG et TrxG sur les cibles, DSP1 ne serait plus nécessaire à l’activité de 

ces protéines. Au cours de l’embryogénèse tardive, le rôle de la protéine DSP1 serait plus 

spécifiquement lié à certains processus cellulaires. Il serait intéressant de voir si les gènes 

cibles de la protéine DSP1 évoluent au cours du temps comme les complexes contenant la 

protéine DSP1. Par exemple, il serait possible de faire des expériences de ChIP on chip avec 

la protéine DSP1 sur des embryons 3 – 12 heures et 12 – 24 heures. 
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B. Les partenaires de la protéine DSP1 dans l’embry on. 

1. DSP1 et les protéines PcG et TrxG. 

Il a été montré que la protéine DSP1 régule les gènes homéotiques avec les protéines 

PcG et TrxG. En effet, le gène dsp1 interagit génétiquement avec les gènes Pc, trx, ash1 et 

osa (Decoville et al., 2001). De plus, DSP1 a été identifiée comme étant un recruteur des 

complexes PcG (Déjardin et al., 2005). Peu de protéines classées comme PcG et TrxG 

interagissent avec DSP1. Seules les protéines HSC70-4, Modulo, Nurf 38, Pontin et Actin 

jouent un rôle dans le maintien des gènes avec les protéines PcG et TrxG.  

� Génétiquement, Hsc70-4, qui code une protéine chaperonne, interagit avec les 

gènes PcG mais pas avec le gène brm (Mollaaghababa et al., 2001). La protéine HSC-70 4 a 

été purifiée avec les complexes PRC1 et PRC2 (Saurin et al., 2001; Nekrasov et al., 2007). 

Elle est associée de manière stable avec la protéine Ph dans les cellules de drosophile Kc1. Le 

rôle de HSC-70 4 serait de stabiliser les interactions au sein du complexe PRC1 (Wang et 

Brock, 2003).  

� Modulo a été purifiée avec le complexe PRC1 et la protéine dCBP dans des 

extraits de protéines embryonnaires (Saurin et al., 2001; Bantignies et al., 2002). Exprimée 

spécifiquement dans certaines cellules, le rôle de Modulo n’est pas connu. Elle a été montrée 

comme suppresseur de variégation et, à ce titre, jouerait un rôle dans la structure de la 

chromatine (Garzino et al., 1992).  

� Les protéines Pontin et Actin sont des membres du complexe dINO80, 

homologue du complexe de remodelage de la chromatine INO80 de levure. dINO80 a été 

purifié avec la protéine PHO au cours de l’embryogénèse (Klymenko et al., 2006). Pontin est 

la sous-unité ATPase, avec la protéine Reptin, du complexe dINO80. La protéine Actin se lie 

aux protéines Arp5 et Arp8. Ces dernières participent à l’interaction entre le nucléosome et le 

complexe INO80. L’activité du complexe dINO80 n’est pas caractérisée chez la drosophile. 

Dans la levure, INO80 se lie au variant d’histone H2A. Ce complexe joue un rôle dans la 

régulation de la transcription ou la réparation des dommages dans l’ADN (Morrison et Shen, 

2009). Le gène pontin (pont) est indispensable à la bonne expression des gènes homéotiques. 

Il peut être classé comme un trxG car une mutation nulle du gène pont augmente le phénotype 

dû à une mutation dans le gène brm et diminue celui dû à des mutations dans le gènes Pc et 

Psc. La protéine Pontin interagit physiquement avec le complexe BRM (Diop et al., 2008).  

� La protéine NURF 38 est un membre du complexe NURF (NUcleosome 

Remodeling Factor) impliqué dans des fonctions liées au maintien de la transcription avec les 
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protéines TrxG (Badenhorst et al., 2002). Une autre protéine appartenant au complexe NURF, 

la protéine NURF-55 (aussi identifiée sous les noms de p55 et Chromatin assembly factor 1 

subunit (CAF1) a été purifiée avec le complexe PRC2 (Tie et al., 2001). 

L’étude de l’interaction entre DSP1 et des protéines HSC70-4, Modulo, Nurf 38, 

Pontin permettra de préciser les rôles moléculaires de DSP1 dans la régulation des gènes 

homéotiques. Nous pouvons spéculer sur un rôle possible de la protéine DSP1 dans le 

recrutement des protéines PcG et TrxG. 

L’activité de recruteur de DSP1 ne doit pas se faire par un contact direct entre DSP1 et 

les protéines PcG et Trx. Le rôle possible de la protéine DSP1 serait de créer un 

environnement chromatinien favorable à la fixation des protéines PcG et TrxG sur leurs cibles 

(Figure 56). La fixation dans le petit sillon de l’ADN de la protéine DSP1 va permettre de 

déstabiliser les nucléosomes autour du PRE. Cette activité est renforcée par les complexes de 

remodelage de la chromatine NURF et INO80. Une fois l’ADN accessible, les facteurs de 

liaison à l’ADN séquences spécifiques peuvent se fixer aux PRE/TRE permettant le 

recrutement des complexes PcG et TrxG. Après un certain nombre de divisions, le 

recrutement des complexes PcG et TrxG sur leurs cibles n’est plus assuré par la protéine 

DSP1 et les complexes de remodelage de la chromatine. D’autres systèmes tels que les 

marques épigénétiques ou les ARNnc prennent le relais. 

En absence de la protéine DSP1, la fonction des complexes de remodelage de la chromatine 

serait plus difficile mais elle serait toujours possible. Cela pourrait expliquer pourquoi 

l’absence de la protéine DSP1 n’est pas indispensable à la survie des drosophiles. Ce modèle 

ne prend pas en compte une nouvelle protéine identifiée comme une partenaire de DSP1, la 

protéine Rm62. 
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Figure 56: Modèle d’action de la protéine DSP1 dans le maintien de l’expression des gènes 
avec les protéines TrxG. 1) Lors du développement précoce, les facteurs précoces (FP) 
mettent en place les profils d’expression génique en se fixant sur les promoteurs. 2a) Lorsque 
les FP disparaissent, la protéine DSP1 avec l’aide des complexes de remodelage de la 
chromatine dINO80 et NURF déstabilisent les nucléosomes autour des séquences PRE/TRE. 
2b) L’ADN est maintenant accessible aux facteurs de liaison à l’ADN spécifiques tels que Pho 
et GAF. Ces derniers vont recruter les complexes PcG ou TrxG selon le contexte (sur le 
schéma, les complexes TrxG TAC1 et BRM sont recrutés). 3) Le maintien de l’expression des 
gènes étant mis en place, il n’y a plus besoin de la protéine DSP1 sur les PRE/TRE. Le 
recrutement des complexes se ferait de manière différente (marques épigénétiques, ARNnc).  
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2. Les ETP DSP1 et Rm62 interagissent au sein d’un 

complexe dans l’embryon. 

a) Interaction entre DSP1 et Rm62. 

La protéine Rm62 fait partie des 23 protéines identifiées par l’immunoprécipitation 

des partenaires de la protéine DSP1. Au cours de ma thèse, j’ai choisi de me focaliser sur 

l’interaction entre DSP1 et Rm62. Des expériences de co-immunoprécipitation et de 

séparation des complexes sur gradient de glycérol m’ont permis de déterminer que les 

protéines DSP1 et Rm62 interagissent dans un complexe d’une taille de 250 kDa au cours de 

l’embryogénèse. Cette interaction se produit dans les embryons âgés de 3 à 12 heures mais 

pas dans les embryons âgés de 12 à 24 heures. De plus, le fait que DSP1 pourrait être à l’état 

de dimère dans les complexes donne des informations supplémentaires. En effet, le complexe 

contenant les protéines DSP1 et Rm62 présente un poids moléculaire de 250 kDa. La taille de 

Rm62 étant de 68 kDa et celle de DSP1 de 46 kDa, d’autres protéines seraient associées dans 

ce complexe. Il faudrait purifier spécifiquement ce complexe dans les embryons 3-12 heures 

afin d’identifier la ou les protéines supplémentaires de ce complexe. 

 

Dans la larve, DSP1 et Rm62 ont des sites de fixation communs sur les chromosomes 

polyténiques des glandes salivaires. Cela suggère que DSP1 et Rm62 participent ensemble à 

la régulation des gènes. Les expériences d’interaction génétique entre les mutants des gènes 

dsp1 et Rm62 ont montré que DSP1 et Rm62 régulent ensemble les gènes homéotiques Ubx et 

Abd-B. Dans le cas de l’interaction avec la protéine DSP1, le rôle de Rm62 pourrait être 

d’interrompre les interactions entre DSP1 et des ARN qui empêcheraient la protéine DSP1 de 

jouer son rôle. In vitro, les protéines HMG sont capables d’interagir avec des ARN via leurs 

boîtes HMG (Bell et al., 2008). Chez la drosophile, DSP1 pourrait interagir avec les ARN. 

Des expériences d’immunoprécipitation avec ou sans traitement aux RNases permettraient de 

savoir si l’interaction entre DSP1 et Rm62 est dépendante de l’ARN. De même, il serait 

intéressant de regarder si les colocalisations observées entre DSP1 et Rm62 sur les 

chromosomes polyténiques sont dépendantes de l’ARN en traitant ces chromosomes 

polyténiques à la RNase. Parmi les partenaires identifiées, il y a une autre protéine classée 

comme une hélicase à boîtes DEAD : c’est la protéine Pitchoune (Pit). Peu de chose sont 

connues sur le rôle de ce gène dans la drosophile. Les mutants homozygotes pour le gène pit 

montrent un arrêt de croissance au 3ème stade larvaire. La localisation de la protéine Pit dans le 

nucléole suggère un rôle dans la biogénèse des ribosomes et des ARNr (Zaffran et al., 1998). 
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Afin de continuer le travail sur l’association entre DSP1 et les ARN hélicases, il faudrait 

confirmer l’interaction entre Pit et DSP1.  

b) Rm62 participe à la régulation des gènes avec les 

protéines Pc et trx. 

En croisant le mutant Rm62 avec des mutants des gènes Pc, trx et brm, nous montrons 

que l’absence d’une dose de Rm62 aggrave le phénotype des mutants Pc et trx. Ces 

expériences nous ont permis de classer Rm62 parmi les ETP. Il faudrait préciser le rôle 

moléculaire de la protéine Rm62 dans la régulation des gènes avec les protéines PcG et TrxG. 

Nous avons vu que Rm62 partage des sites de fixation sur les chromosomes polyténiques avec 

la protéine DSP1. Afin de préciser le rôle de Rm62, nous pourrions regarder si Rm62 et les 

protéines Pc et Trx ont des sites de fixation en commun sur les chromosomes polyténiques. 

L’une des questions principales de la participation de Rm62 à la régulation des gènes 

homéotiques porte sur le mécanisme d’action de la protéine Rm62. Rm62 est une ARN 

hélicase à boîte DEAD (peptide signature) (Dorer et al., 1990). Les ARN hélicases ont pour 

rôle moléculaire de rompre les interactions entre les duplex ARN-ARN et ARN-protéine 

(Cordin et al., 2006). Rm62 a été identifiée comme suppresseur de variégation suggérant un 

rôle dans la structure de la chromatine (Dorer et al., 1990). Plus récemment, il a été montré 

que Rm62 joue un rôle dans la désactivation de la transcription. Après un choc thermique, les 

ARNm des gènes hsp70 s’accumulent dans le noyau. Rm62 va nettoyer la zone génique des 

ARNm et permettre de rétablir la répression des gènes hsp70 (Buszczak et Spradling, 2006). 

Dans les cellules S2, Rm62 est impliquée dans l’ARN interférence. La réduction du niveau 

d’expression de Rm62 par RNAi diminue le niveau d’inhibition par les protéines impliquées 

dans le processus RNAi (Ishizuka et al., 2002). Rm62 régule la formation des insulateurs 

chromatiniens via une interaction physique avec CP190 qui est dépendante de l’ARN (Lei et 

Corces, 2006). Les rôles de Rm62 identifiés chez la drosophile sont liés à l’ARN.  

Le rôle de la protéine Rm62 serait d’interrompre les interactions entre les ARN et les 

gènes cibles des protéines PcG et TrxG. Des études ont montré l’importance des ARN non 

codants dans la régulation des gènes homéotiques (Brock et al., 2009). Par exemple, 

l’expression ectopique de l’ARN non codant mir-iab-8 peut réprimer le gène Ubx induisant 

des transformations haltères en ailes (Bender, 2008; Tyler et al., 2008). Le rôle de la protéine 

Rm62 pourrait être de nettoyer une cible génomique des PcG et TrxG des ARNm et ARNnc 

comme dans le cas d’un choc thermique sur le locus hsp70. Ou bien Rm62 permettrait 

d’interrompre les interactions entre les ARNs et les protéines PcG et TrxG. Un certain nombre 
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de protéines PcG et TrxG sont capables de fixer les ARN. Rm62 pourrait prévenir la fixation 

des ARN à ces protéines. 

Mais le rôle de Rm62 pourrait être indépendant de sa fonction hélicase. p68, 

l’homologue mammifère de Rm62, joue plusieurs rôles indépendamment de l’ARN. Ainsi, 

p68 régule le gène ERalpha (estrogen-receptor alpha) en mettant en contact les protéines 

MyoD et SRA. Le complexe p68-MyoD-SRA va activer la transcription du gène ERalpha 

(Caretti et al., 2007). P68 est un co-activateur du suppresseur de tumeur p53 (Bates et al., 

2005). Ces deux activités sont indépendantes de l’activité hélicase de la protéine p68. Comme 

p68, la protéine Rm62 activerait ou réprimerait les gènes homéotiques par des interactions 

protéine-protéine sans l’intervention de son activité hélicase. Ainsi, p68 interagit 

physiquement avec les protéines CBP et HDAC1 (Rossow et Janknecht, 2003; Wilson et al., 

2004). Chez la drosophile, CBP est un membre du complexe TAC1 dont l’activité est de 

déposer des groupements acétyles sur les histones (Petruk et al., 2001). HDAC1 est 

l’homologue mammifère de la protéine RPD3. Membre du complexe PRC2, RPD3 a une 

activité de déacétylation des histones (Struffi et Arnosti, 2005). Rm62 pourrait interagir avec 

les protéines CBP ou RPD3 afin d’acétyler ou de déacétyler les histones selon le contexte 

chromatinien. Des mutants pour les gènes CBP et RPD3 existent chez la drosophile. Il serait 

intéressant de voir s’il y a une interaction génétique avec le mutant Rm62. 

3. Conclusion 

A l’heure actuelle, les partenaires possibles de la protéine DSP1 sont identifiées tout 

comme ses cibles dans le génome. Dans l’embryon, DSP1 interagit avec plus de 23 

partenaires pour réguler 1986 cibles dans le génome ce qui donne un aperçu de la complexité 

des fonctions de cette protéine. Nous disposons de l’ensemble des pièces du puzzle que 

constitue la régulation de l’expression des gènes par la protéine DSP1. Il faut maintenant 

assembler ces pièces afin de déterminer le tableau complet c'est-à-dire avec qui (avec quelles 

partenaires protéiques et sur quelles cibles), où (quels types cellulaires) et quand (à quel 

moment du cycle de développement) DSP1 agit. 
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Lignées de drosophiles. 

Les différentes lignées de drosophiles ont été élevées à 22°C sur un milieu standard. 

Les mutations utilisées sont décrites dans la base de données FlyBase (http://flybase.org/). 

L’isolation du mutant dsp11 a été décrite précédemment (Decoville et al., 2001; Mosrin-

Huaman et al., 1998). Les souches Oregon-R-P2, w1118, P{PZ}Rm6201086 ry506/TM3, ryRK Sb1 

Ser1, y1 w67c23; P{lacW}Nurf-38k16102/CyO, ru1 h1 th1 st1 Ki1 pp P{PZ}Hsc70-403550/TM3, Sb1, 

ru1 h1 th1 st1 cu1 Hsc70-454.1/TM6B, Tb+, P{PZ}RpLP001544 ry506/TM3, ryRK Sb1 Ser1, ry506 

P{PZ}mod07570/TM3, ryRK Sb1 Ser1, brm2 es ca1/TM6B, Sb1 Tb1 ca1, st1 trx1/TM1, ru1 h1 th1 

st1 trxE2 ca1/TM6B, Tb1 ca1, Pc1/TM1, y1 w1118; P{GAL4-nos.NGT}, w*, P{GAL4-

da.G32}UH1, w- ; Tm6 Ser/Drop, w- ; CyO/BlL ont été obtenues par le Bloomington Fly 

Stock Center. La souche sauvage Oregon-R a été utilisée comme souche de référence. 

 

Cages à drosophiles. 

Afin de récolter des quantités importantes d’embryons, des cages à drosophiles ont été 

mises en place contenant environ 30000 drosophiles. Celles-ci sont nourries sur un milieu 

gélosé à base de jus de pomme (500 mL H2O, 15 g d’agar, 166.5 mL de jus de pomme, 16.65 

g de saccharose et 1 g de Nipagine antifongique) où de la levure de boulangerie est étalée. Ce 

dispositif permet de récolter un gramme d’embryons par jour et par cage. 

 

Extraction des protéines embryonnaires de drosophiles. 

Les extractions de protéines d’embryons de drosophiles se font à 4°C.  

1. Extraction totale des protéines embryonnaires. 

A l’aide d’un bain d’hypochlorite de sodium NaClO 4% de deux minutes, on enlève le 

chorion d’un gramme d’embryons. Les embryons sont rincés à l’eau distillée, puis broyés 

dans 1 mL de tampon d’extraction (50 mM Hepes pH 7.6, 385 mM NaCl, 0.1 mM EGTA, 1.1 

mM MgCl2, 0.1% Tween 20®, 1 mM PMSF et 1 Protease inhibitor cocktail tablet Complete 

Mini® des laboratoires Roche pour 100 mL de solution) dans un homogénéisateur de Dounce. 

L’extrait est centrifugé à 4°C à 50000g pendant 1h15 avec le rotor SW55Ti. Le surnageant est 

ajusté en glycérol 10% puis aliquoté et conservé à –80°C. La quantité de protéines est dosée 

par la méthode de Bradford (Sigma-Alderich). Approximativement 15 à 20 mg de protéines 

sont extraites par gramme d’embryons. 
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2. Extraction des protéines nucléaires d’embryons de drosophiles. 

Les extraits de protéines nucléaires d’embryons de drosophiles sont préparés suivant le 

protocole décrit dans Klymenko et al., (2006). Au moins dix grammes d’embryons sont 

déchorionnés à l’aide d’un bain d’hypochlorite de sodium NaClO 4% pendant deux minutes. 

Les embryons sont rincés à l’eau distillée, puis broyés dans du tampon NU1 (15 mM Hepes 

pH 7.6, 10 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA pH 8, 0.5 mM EGTA pH 8, 350 mM 

Sucrose, 2 mM DTT, 0.2 mM PMSF) à raison de 1 ml par gramme d’embryons dans un 

homogénéisateur de Dounce. Le lysat obtenu est filtré à l’aide d’un entonnoir avec du papier 

Miracloth. Le papier est rincé avec trois volumes de tampon NU1. Le lysat est centrifugé à 

13000 g pendant 15 minutes. Après avoir enlevé la couche lipidique et jeté le surnageant, le 

culot (où se trouvent les noyaux) est repris dans 0.5 mL de tampon LS (15 mM Hepes pH 7.6, 

20 % Glycerol, 1.5 mM MgCl2, 20 mM KCl, 0.2 mM EDTA pH 8, 1 mM DTT, Complete 

inhibitor cocktail de chez ROCHE) par gramme d’embryons. Après ajout d’un volume 0.5 mL 

de tampon HS (15 mM Hepes pH 7.6, 20 % Glycerol, 1.5 mM MgCl2, 800 mM KCl, 0.2 mM 

EDTA pH 8, 1 mM DTT) par gramme d’embryons, la solution contenant les noyaux est agitée 

doucement sur une roue pendant 30 minutes. L’extrait est centrifugé à 4°C à 40000 rpm 

pendant 1h00 avec le rotor SW55Ti. Le surnageant est ensuite dialysé contre du tampon 

NE200 (15 mM Hepes pH 7.6, 20 % Glycerol, 1.5 mM MgCl2, 200 mM KCl, 0.2 mM EDTA 

pH 8, 1 mM DTT). Pour se débarrasser de la chromatine insoluble, l’extrait protéique 

nucléaire dialysé est centrifugé à 12500 rpm pendant 19 minutes avec le rotor SW55ti. Enfin, 

le surnageant est conservé à -80°C. Approximativement 10 mg de protéines nucléaires sont 

extraites par gramme d’embryons. La quantité de protéines est dosée par la méthode de 

Bradford (Sigma-Alderich). 

 

Western blot. 
Un protocole standard est utilisé. Nous utilisons les anticorps suivants:  

• Des IgG anti-DSP1 polyclonaux purifiés produits chez le lapin sont fournis par 

AgroBio, utilisés après une dilution au 1/50000. 

• Des IgG anti-RM62 polyclonaux produits chez le cochon d'inde sont fournis 

gracieusement par A C.Spradling, Carnegie Institution of Washington, Baltimore, 

USA, utilisés après une dilution 1/3000. 

• Des IgG anti-Modulo LA9 monoclonaux produits chez la souris sont fournis 

gracieusement par J Pradel, Institut de Biologie du Développement de Marseille 

Luminy, utilisés après une dilution 1/233. 
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• Des IgG anti-Pontin polyclonaux produits chez le lapin sont fournis gracieusement par 

J Pradel, Institut de Biologie du Développement de Marseille Luminy, utilisés après 

une dilution 1/7500. 

• Des IgG anti-Nurf 38 monoclonaux produits chez la souris utilisés après une dilution 

de 1/3000. 

• Des IgG anti-HSC-70 4 monoclonaux produits chez la souris sont fournis par 

Stressgen utilisés après une dilution 1/200. 

• Des IgG anti-peptide FLAG® (M2) monoclonaux produits chez la souris sont fournis 

par Sigma-Aldrich utilisés après une dilution 1/5000. 

• Des IgG anti-peptide HA (HA-7) monoclonaux produits chez la souris sont fournis par 

Sigma-Aldrich utilisés après une dilution 1/10000. 

• Des IgG anti-IgG de souris ou anti-IgG de lapins couplés à la phosphatase alcaline 

fournis par Promega, utilisés après une dilution au 1/7500. 

• Des IgG anti-IgG de cochon d’inde couplés à la phosphatase alcaline fournis par 

Sigma-Aldrich, utilisés après une dilution au 1/7500. 

 

Pontage des protéines sur la chromatine. 

Deux cents milligrammes d’embryons sont récoltés. Ceux-ci sont déchorionnés à 

l’aide d’eau de javel diluée de moitié avec 0,4% NaCl et 0,03% Triton X-100 pendant 3 

minutes. Après lavage dans une solution à 0,4% NaCl et 0,03% Triton X-100, les embryons 

sont transférés dans un tube et lavés dans une solution de PBS Triton X-100 0.01%. Puis la 

chromatine est pontée par 2 mL de solution de pontage (1.8% formaldéhyde, 50 mM Hepes , 

1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 100 mM NaCl, pH 8) en présence de 3 mL de n-Heptane 

pendant 15 minutes en agitant vigoureusement. En centrifugeant 10 minutes à 4000g, les 

embryons tombent au fond du tube. Le surnageant est éliminé. Le plus rapidement possible, la 

réaction de pontage est arrêtée avec 10 mL de PBS, Triton X-100 0.01%, glycine 0.125 M. 

Les embryons sont lavés avec 3 mL de solution A (10 mM Hepes, 10 mM EDTA, 1.5 mM 

EGTA, 0.25% Triton X-100, pH 8) pendant 10 minutes sous agitation puis avec 3 mL de 

solution B (10 mM Hepes, 0.2 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.1% Triton X-100, 

pH8) pendant 10 minutes. Les embryons sont repris dans 1.1 mL de tampon de sonication (10 

mM Hepes, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, pH8). Après 4 à 6 cycles de sonication de 30 

secondes à puissance maximale (Bioblock Vibra Cell 72405) et l’ajout de 0.5% de N-

laurylsarcosine, le tube est centrifugé 5 minutes à 4°C à vitesse maximale (Sigma 1K15). Le 
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surnageant est gardé. Le volume du surnageant est ajusté à 1.6 mL avec du tampon de 

sonication 0.5% N-laurylsarcosine. La chromatine pontée va être séparée des autres 

constituants par ultracentrifugation sur gradient de chlorure de césium. Le chlorure de césium 

(1.14g) est ajouté à la solution. Celle-ci est ajustée à une densité moyenne de 1.42 g/cm3 avec 

du tampon de sonication 0.5% N-laurylsarcosine (indice de réfraction 1.372). L’extrait est 

centrifugé à 20°C pendant 20 heures à 75000 rpm (rotor TLN 100). Le gradient est récupéré 

par fraction de 200 µL. L’indice de réfraction de toutes les fractions est mesuré. Celles ayant 

l’indice de réfraction 1.37 (1.40 g/cm3) contiennent la chromatine pontée (Orlando et al., 

1997). Enfin, ces fractions sont dialysées une nuit à 4°C (4% glycérol, 10 mM Tris HCl pH 8, 

1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA). La présence de protéines spécifiques dans les fractions est 

testée en Western Blot. 

 

Séparation des complexes sur gradient de glycérol par ultracentrifugation. 

1.Préparation des gradients  

 Le gradient de glycérol 10-35 % doit être préétabli avant l’ultracentrifugation Les 

variations de densité sont obtenues en faisant varier la concentration du glycérol dans un 

tampon (5 mM Tris-Cl pH 8 et 1 mM EDTA). Les gradients sont établis de la façon suivante: 

on dépose au fond de chaque tube 2,3 ml de la solution de glycérol la plus concentrée, puis à 

la surface de cette solution on dépose délicatement 2,3 ml de la solution la moins concentrée 

en glycérol, puis les tubes sont placés à l’horizontale pendant 2 h 30 à 4°C. Le gradient 

s’établit par diffusion entre les deux couches de densités différentes de glycérol. 

 

2.Séparation des protéines par sédimentation sur gradient de glycérol 

 Pour le calibrage, les marqueurs utilisés sont la Thyroglobuline (669 kDa), la Catalase 

(232 kDa), l’Aldolase (158 kDa) et l’Ovalbumine (48 kDa). On dépose toujours un 

milligramme de protéines sur la surface du gradient sans la perturber. Les tubes sont 

centrifugés à 35000 rpm en utilisant le rotor SW55 (Beckmam) pendant 18 heures. Après 

l’ultracentrifugation, des fractions de 300 µl sont collectées. Afin de vérifier la formation du 

gradient et sa stabilité lors de l’ultracentrifugation, l’indice de réfraction de chaque fraction 

est mesuré à l’aide d’un réfractomètre. Pour le calibrage, la densité optique à 280 nm des 

différentes fractions est mesurée au spectrophotomètre en prenant pour référence la solution 

de glycérol la plus concentrée. Lorsque les protéines embryonnaires sont séparées sur le 

gradient, la présence des protéines d’intérêt est évaluée par Western Blot. 
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Immunopurification des complexes contenant la protéine DSP1 endogène au cours de 

l’embryogènese. 

La fixation des anticorps sur la résine AminoLink® Plus Coupling Gel (Pierce) se fait suivant 

le protocole fourni par Pierce. Deux types d’anticorps sont fixés à cette résine. Les premiers 

sont les anticorps anti DSP1 purifiés permettant de purifier les complexes contenant la 

protéine DSP1. Les seconds sont des anticorps IgG (fournis par Agrobio). Ces derniers 

servent pour l’expérience témoin. Environ dix millilitres d’extrait de protéines nucléaires 

(correspondent à 100 mg de protéines) sont incubés avec 200 µL de résines AminoLink® Plus 

Coupling Gel (Pierce) couplées avec des anticorps anti-DSP1 ou anti-IgG pendant quatre 

heures à 4°C. Les billes sont lavées quatre fois avec 10 mL de tampon de lavage (10mM Tris-

HCL pH 8.0, 150 mM NaCL, 0,1% NP40, 2 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM DTT). Les 

protéines immunoprécipitées sont éluées avec du tampon ImmunoPure® IgG Elution Buffer 

pH 2.8 (Pierce). Les protéines éluées sont précipitées par ajout d’acétone froid. Les protéines 

précipitées sont reprises dans un tampon de charge (4 % SDS, 100 mM DTT, 10 % Glycérol, 

50 mM Tris HCl pH 6,8, Bleu de Bromophénol). Puis elles sont séparées par électrophorèse 

SDS PAGE sur un gel de polyacrylamide gradient 4/12% (Invitrogen). Les protéines 

présentes dans le gel sont colorées au bleu de coomassie Simply Blue Safe stain (Invitrogen). 

Enfin, les bandes présentes dans le gel sont découpées puis analysées par spectrométrie de 

masse. 

 

Immunopurification des complexes contenant la protéine DSP1 étiquetée au cours de 

l’embryogènese. 

1. Obtention de drosophiles transgéniques exprimant les protéines DSP1 étiquetées. 

L’ADN complémentaire du gène dsp1 a été introduit dans deux plasmides de transgénèse 

issus de la Drosophila Gateway vector Collection (Department of Embryology. 

Carnegie Institution of Washington). Dans les deux plasmides, l’expression de la protéine 

DSP1 est sous le contrôle d’un promoteur inductible fort, grâce à des séquences UAS 

(Upstream Activation Sequence) issues de la levure. L’expression de la protéine est 

commandée par la présence de la protéine GAL4. Celle-ci va se fixer sur les séquences UAS 

et activer l’expression de la protéine DSP1 étiquetée. Le premier plasmide, nommé pPWF 

dsp1, exprime une protéine DSP1 étiquetée par trois peptides FLAG (DYKDDDDK) en 

position C terminale. Le second plasmide, appelé pPHWF dsp1, exprime la protéine DSP1 

étiquetée par trois peptides FLAG et trois peptides HA (YPYDVPDYA) en position N-

terminale. La transgénèse a été faite par le service de transgénèse du laboratoire européen de 
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biologie moléculaire (EMBL) situé à Heidelberg en Allemagne. Il nous a renvoyé des larves 

provenant de l’injection avec nos transgènes. La sélection et la localisation des transgènes 

dans le génome ont été réalisées au laboratoire. 

 

2. Expression des protéines DSP1 simple et double étiquetées. 

Afin d’exprimer les protéines DSP1 simple et double étiquetées, il fallait croiser les 

drosophiles portant les transgènes pPWF dsp1 ou pPHWF dsp1 avec une lignée de 

drosophiles exprimant la protéine GAL 4. Nous avions choisi une souche (w*, P{GAL4-

da.G32}UH1) où l’expression de la protéine GAL4 est contrôlée par le promoteur du gène 

daughterless (da) ce qui permet l’expression de la protéine GAL4 pendant toute la durée de 

l’embryogénèse. En croisant cette souche avec les drosophiles transgéniques pPWF dsp1 et 

pPHWF dsp1, leurs descendances expriment la protéine DSP1 étiquetée dans l’embryon. Afin 

d’éliminer la procédure de croisement, deux lignées possédant le driver daGAL4 et 

respectivement les transgènes pPWF dsp1 et pPHWF dsp1 à l’état homozygote ont été 

construites. 

 

3. Mise au point. 

A 500 µL d’extrait de protéines nucléaires contenant DSP13FLAG3HA, 10 µL de gel d’agarose 

couplé avec les anticorps sont ajoutés pendant quatre heures à 4°C. Puis la résine est lavée 

quatre fois avec 1 mL de tampon de lavage (10mM Tris-HCL pH 8.0, 150 mM NaCL, 0,1% 

NP40, 2 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM DTT). Après lavage, l’entérokinase est ajoutée 

toute la nuit à 4 °C. Puis j’ai ajouté 10 µL de gel d’agarose couplé avec les anticorps anti HA 

à la solution de protéines éluées précédemment pendant quatre heures à 4°C. Après quatre 

lavages avec 1 mL de tampon de lavage, le peptide FLAG est ajouté aux billes à une 

concentration de 500µg par mL pendant toute la nuit à 4°C 

 

4. Immunopurification des complexes contenant la protéine DSP1 étiquetée 

• Avec la lignée DSP1 étiquetée trois FLAG. 

La purification des complexes contenant la protéine DSP1 simple étiquetée a été réalisée à 

l’aide d’anticorps dirigés contre les étiquettes trois FLAG. Environ dix millilitres d’extrait de 

protéines nucléaires (correspondent à 100 mg de protéine) d’embryons exprimant la protéine 

DSP1 3 FLAG et dix millilitres d’extrait de protéines nucléaires d’embryons w1118 

(expérience contrôle) ont été incubés avec 200 µL d’ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma) 

pendant 2 h à 4°C. Le surnageant a été éliminé. Les billes ont été lavées quatre fois avec 10 
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mL de tampon de lavage. Les protéines immunoprécipitées ont été éluées par coupure des 

peptides FLAG par l’entérokinase pendant 2 heures à 37°C. Après la coupure, les billes ont 

été lavées deux fois avec 3 mL de tampon de lavage afin de récupérer le maximum de 

protéines éluées. Enfin, les protéines présentes dans les élutions ont été analysées par Western 

Blot. 

 

• Avec la lignée DSP1 étiquetée trois FLAG et trois HA. 

La purification des complexes contenant la protéine DSP1 double étiquetée a été réalisée à 

l’aide d’anticorps dirigés contre le peptide FLAG puis d’anticorps dirigés contre le peptide 

HA. La première partie de cette expérience avec les anticorps anti FLAG est identique à celle 

réalisée pour la lignée DSP1 simple étiquetée. L’élution et les deux lavages ont été réunis puis 

mis en présence de 200 µL de résine Monoclonal Anti-HA−Agarose (Sigma Aldrich) pendant 

2 h à 4°C. Le surnageant a été éliminé. Les billes ont été lavées quatre fois avec 10 mL de 

tampon de lavage. En ajoutant 2 mL de PBS contenant 500µg par mL de peptide 3x HA 

(500µg par mL) à 4°C pendant une nuit, les protéines fixées aux anticorps ont été éluées. 

Après élution, la résine a été lavée deux fois avec 3 mL de tampon de lavage. Enfin, les 

protéines présentes dans les élutions ont été analysées par Western Blot. 

 

Co-immunoprécipitation. 

500 µg d’extraits protéiques embryonnaires sont incubés avec 20 µL de billes AminoLink® 

Plus Coupling Gel (Pierce) couplées avec des anticorps anti-DSP1 ou anti-IgG (expérience 

contrôle) pendant deux heures à 4°C. Les billes sont lavées quatre fois avec du tampon de 

lavage. Les protéines immunoprécipitées sont éluées avec du tampon ImmunoPure® IgG 

Elution Buffer pH 2.8 (Pierce). Ensuite, les protéines éluées sont analysées par Western Blot. 

 

Production et purification de la protéine DSP1 chez Escherichia coli. 

1. Clonage de dsp1 dans le vecteur pET31b afin de produire la protéine DSP1 étiquetée 

six histidines (DSP1-6 His). 

La séquence codante pour la protéine DSP1 entière a été amplifiée de l’ADNc en utilisant les 

amorces suivantes 5’-CATATGGAACACTTTCAT_3’ et 5’-CTCGAGTTGGTTCTCGTC-

3’. Le protocole de PCR a été de 30 cycles : 94 °C pendant une minute, 50 °C pendant une 

minute et 70 °C pendant une minute et trente secondes. Le produit de PCR a été inséré dans le 

plasmide pCRII-TOPO (Invitrogen). La construction a été digérée par les enzymes de 

restriction NdeI (Eurogentec) et XhoI (Eurogentec). Le fragment d’une taille approximative de 
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1200 pb a été isolé et inséré dans le vecteur d’expression pET31b (Novagen). Cette 

construction a été utilisée pour transformer la souche de bactéries Escherichia coli 

BL21(DE3) (Novagen).  

 

 

 

2. Test de l’expression de la protéine DSP1-6 His dans Escherichia coli. 

Les souches d’Escherichia coli transformées par le plasmide pET31b-dsp1 ont été multipliées 

dans une préculuture de 5 mL de milieu LB (Luria Broth) contenant 100 µg/mL d’ampicilline 

and 34 µg/mL de chloramphénicol pendant une nuit à 37°C. La préculture a été diluée cent 

fois dans 10 mL de milieu LB contenant les antibiotiques et cultivée à 37 °C. Quand la densité 

optique à 600 nm a été de 0.6, l’IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside) a été ajouté à une 

concentration finale de 1 mM. Après deux heures d’induction, les cellules ont été 

centrifugées. Le culot a été repris dans 100 µL de tampon de charge protéine. Ensuite, il a été 

chauffé à 95°C pendant 5 minutes. Les extraits bactériens ont été déposés sur un gel SDS-

PAGE à 10%. Les protéines présentes dans le gel sont colorées au bleu de coomassie Simply 

Blue Safe stain (Invitrogen). 

 

3. Purification de la protéine DSP1-6 His. 

A 37°C sous agitation, 1,8 litre de milieu LB contenant 100 µg/mL d’ampicilline and 34 

µg/mL de chloramphénicol a été inoculé avec 18 mL de préculture de bactérie BL21 (DE3) 

pET31b-dsp1. Quand la densité optique à 600 nm a été de 0.6, l’IPTG (isopropyl-β-D-

thiogalactoside) a été ajouté à une concentration finale de 1 mM. Après deux heures 

d’induction, les cellules ont été centrifugées 10 min à 4000 g à 4°C (Sorvall RC5C). Les 

culots ont été congelés à -80°C. Quatre grammes de culots de cellules congelées ont été repris 

dans 60 mL de tampon de lyse (50 mM NaH2PO4, Hcl pH8, 300 mM NaCl, 2 mM imidazole, 

lysozyme 1 mg/mL). Le lysat a été incubé une demi-heure à 37°C. Trois cycles de 

congélation/décongélation ont été nécessaires. Après, 50 mM de MgCl2 et 0.1 mg/mL de 

DNAse I ont été ajoutés au lysat pendant 30 minutes à température ambiante. Ensuite, le lysat 

a été centrifugé à 16000 g pendant 20 min à 4 °C. Les protéines présentes dans le surnageant 

ont été précipitées par l’ajout de 32.6 g/100 mL de sulfate d’ammonium durant 45 min à 4 °C. 

Après centrifugation à 16000g pendant 30 minutes à 4°C, le culot a été repris dans 60 mL de 

tampon de lyse. La purification de la protéine DSP1-6 His a été réalisée en utilisant la résine 

Ni-NTA TM (Ni+, QIAGEN) suivant le protocole standard. La protéine DSP1 étiquetée six 
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histidines éluées a été repérée par SDS-PAGE et coloration au bleu de coomassie. Après ajout 

d’inhibiteurs de protéase (Complete inhibitor cocktail de chez ROCHE), les fractions 

contenant la protéine DSP1-6 His ont été dialysées contre du tampon 20 mM Tris Hcl pH 7, 

20 mM NaCl. Puis, elles ont été concentrées dans un volume de 10 mL (Amicon cell 

concentrator). Par chromatographie FPLC (Amersham Bioscience), cette solution a été 

purifiée sur une colonne d’affinité avec une résine échangeuse de cations HiTrap SP XL. 

Cette colonne a été équilibrée à 4°C dans du tampon 20 mM Tris–HCl, pH 7, 20 mM NaCl. 

La protéine DSP1-6 His a été éluée par une augmentation linéaire de la concentration en NaCl 

de 20 à 500 mM avec un débit de 1 mL/min pendant 30 minutes. La protéine DSP1-6 His 

éluée a été repérée par SDS-PAGE et coloration au bleu de coomassie. Les fractions 

contenant DSP1-6 His ont été réunies puis concentrées dans un volume de un millilitre. 

DSP1-6 His a été séparée par tamisage moléculaire sur une colonne superdex 75 16/60 

(Pharmacia). Le débit a été de 1 mL/min. La protéine DSP1-6 His éluée a été repérée par 

SDS-PAGE et coloration au bleu de coomassie. Les fractions contenant la protéine DSP1-6 

His ont été congelées à – 80°C. La quantité de protéine DSP1-6 His a été évaluée en mesurant 

la densité optique de la solution à 280 nm corrigée par le coefficient d’extinction molaire de 

44015 M-1 cm-1 (http://www.expasy.org/). La pureté de la solution contenant la protéine 

DSP1-6 His a été évaluée par spectrométrie de masse.  

 

4. Diffusion dynamique de lumière ou Dynamic Light Scattering. 

La diffusion dynamique de lumière a été effectuée sur l’appareil Dynapro–MSTC DLS. La 

concentration de la protéine DSP1 étiquetée six histidines était de 1.1 mM dans un tampon 

20mM NaPO4 pH 7.2, 10 mM NaCl2. L’analyse a été effectuée à 4°C. 

  

5. Etude de l’oligomérisation de la protéine DSP1. 

A 50 mM de protéine DSP1 dans un tampon 50 mM NaCl, 25 mM Hepes pH 7,6, 0,1 mM 

EDTA, 12,5 mM MgCl2, 0,05% NP40, 1 mM DTT et 10% glycerol est ajouté 0,01% de 

glutaraldéhyde pour un volume de réaction final de 20 µL. La réaction est arrêtée par ajout de 

tampon de charge protéine 2X. Puis l’oligomérisation de la protéine DSP1 est vérifiée par 

western blot avec des anticorps dirigés contre la protéine DSP1. 

 

6. Spectrométrie de masse. 

Les analyses de spectrométrie de masse ont été effectuées à la Plate-forme de Protéomique 

Analytique et Fonctionnelle du Centre de Recherches INRA de Tours à Nouzilly par Valérie 
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Labas. Les échantillons ont été digérés dans le gel par la trypsine pendant 2h à 37°C. Les 

extraits peptidiques ont été séchés puis analysés par spectrométrie de masse. Les échantillons 

ont été analysés par LC1D-nanoESI- Q-TOF. Les peptides issus de la digestion des bandes 

sont analysés par un système nanoHPLC CapLC (Waters, Manchester, UK) couplé à un 

spectromètre de masse Q-TOF Ultima Global (Waters Micromass, Manchester, UK) équipé 

d’une source d’ion en Z-spray. L’appareil est calibré à l’aide d’une solution de GluF à 500 

fmol/µL (50% d’une solution d’acide formique 1% / 50 % acétonitrile, v/v) 

Les échantillons sont dessalés et concentrés en ligne par une précolonne (Monolithic trap 

colonne, 0.3 mm I.D, Dionex). 

La séparation des peptides est réalisée sur une colonne capillaire phase réverse (Atlantis 

dC18, 75 µm I.D., 15 cm de longueur, Waters) avec un débit de 200 nL/min.  

Le profil du gradient est le suivant :  

-Equilibration des colonnes avec 95% de solvant A (0.1% acide formique / 2% acétonitrile / 

98% H2O, v/v) et 5% de solvant B (0.1% acide formique / 20% H2O / 80% acétonitrile, v/v)  

-Gradient de 5 à 15% de B en 1 min 

-Palier à 15% B pendant 4 min 

-Gradient de 15% à 55% de B en 60 min 

-Palier à 95% de B pendant 15 min.  

L’acquisition des données se fait de façon automatique entre les modes MS et MS/MS 

(fragmentation) : un MS survey scan est suivi par 4 MS/MS scans sur les 4 pics détectés les 

plus intenses.  

 

Les données brutes sont traitées par le logiciel ProteinLynx Global Server V 2.2.5 (PLGS) 

pour créer des fichiers .pkl comportant l’ensemble des précurseurs sélectionnés à la 

fragmentation ainsi que la liste des ions fragments associés.  

Les données expérimentales sont confrontées à une banque de donnée à l’aide du logiciel 

MASCOT disponible sur le site de MASCOT SCIENCE (www.matrixscience.com). 

 

Les recherches ont été réalisées en sélectionnant les critères suivants : 

- banque de donnée : nr NCBI, Uniprot SwissProt 

- enzyme : trypsine 

- peptide charge : 2+ et 3+ 

- 2 miss cleavages 

- 0.3 Da de précision de masse sur MS et MSMS 
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- Data format : pkl 

- Instrument : ESI-QUAD-TOF 

- carbamidométhylation et oxydation des méthionines en modifications partielles 

- taxonomie : _all taxa_ 

 

7. Dichroïsme Circulaire. 

Le Dichroïsme Circulaire a été réalisé sur un spectropolarimètre JASCO J-810 dans une cuve 

en quartz de 1 mm à 20 °C. Le spectre est présenté en molar ellipticity (deg.cm2.dmol-1). La 

concentration de la protéine DSP1 étiquetée six histidines était de 1.1 mM dans un tampon 

20mM NaPO4 pH 7.2, 10 mM NaCl2. L’estimation de la structure secondaire a été effectuée 

en utilisant la suite logicielle CDPro (Sreerama et Woody, 2000). 
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Olivier LAMIABLE 

 
Identification et caractérisation des partenaires p rotéiques 

de DSP1 chez Drosophila melanogaster  
 

Chez les eucaryotes pluricellulaires, la différenciation des cellules repose en partie sur l’activation ou 
la répression des gènes. Les profils d’expression génique mis en place vont perdurer d’une génération 
cellulaire à l’autre. Ce phénomène met en jeu des mécanismes épigénétiques qui remodèlent 
localement la structure de la chromatine. Chez Drosophila melanogaster, les protéines des groupes 
Polycomb (PcG) et Trithorax (TrxG) participent au maintien du profil d’expression des gènes au cours 
du développement. Les protéines PcG maintiennent les gènes réprimés tandis que les protéines TrxG 
maintiennent les gènes activés. Une troisième classe de protéines nommée Enhancers of Trithorax 
and Polycomb (ETP) module l’activité des PcG et TrxG. Dorsal Switch Protein 1 (DSP1) est une 
protéine HMGB (High Mobility Group B) classée comme une ETP. Par tamisage moléculaire, nous 
avions montré que la protéine DSP1 était présente au sein de complexes de poids moléculaire de 100 
kDa à 1 MDa. Le travail de thèse présenté ici a pour but d’identifier les partenaires de la protéine 
DSP1 dans l’embryon et de mieux connaître les propriétés biochimiques de DSP1. Premièrement, j’ai 
mis en place puis effectué l’immunopurification des complexes contenant DSP1 dans des extraits 
protéiques embryonnaires. Cette approche nous a permis d’identifier 23 partenaires putatifs de la 
protéine DSP1. Parmi ces protéines, nous avons identifié la protéine Rm62 qui est une ARN hélicase 
à boîte DEAD. Les relations biologiques entre DSP1 et Rm62 ont été précisées. Deuxièmement, j’ai 
déterminé, par une approche biochimique, de nouvelles caractéristiques physico-chimiques de la 
protéine DSP1. 
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Identification and characterization of DSP1 protein  partners 
in drosophila embryo. 

 
 

In multicellular organism, the identity of cell is determined by several factors playing on genes 
expression. Once established, the gene expression pattern is transmitted to daughter cells through a 
process involving epigenetic mechanisms that locally reshape the structure of chromatin. In Drosophila 
melanogaster, the Polycomb (PcG) and trithorax (trxG) group genes are involved in the maintenance 
of gene expression profile during development. Inside multimeric complexes, PcG proteins maintain 
genes in repressed state whereas TrxG maintain genes active. A third class of proteins, called 
Enhancers of Trithorax and Polycomb, regulate PcG and TrxG activities. Dorsal Switch Protein 1 
(DSP1) is a High Mobility Group B protein acting as an ETP. But DSP1 has not yet been identified in 
PcG or TrxG complexes. On the basis of gel filtration analysis of protein complexes in embryo nuclear 
extracts, it appears that the majority of DSP1 is present in complex(es) from 100 kDa to 1MDa. Aims 
of present work are the identification of DSP1 protein partners in drosophila embryo and the 
characterization of biochemical properties of DSP1. Firstly, I used immunopurification from drosophila 
embryonic nuclear extracts. The proteins purified with DSP1 were characterized through sequencing 
of peptides from individual protein bands by mass spectrometry. Among identified proteins, we 
focused on the DEAD Box RNA helicase, Rm62. The role of interaction between DSP1 and Rm62 has 
been characterized. Secondly, I have identified a new physicochemical aspect of DSP1 protein. 
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