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Abréviations
ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN : Acide Ribonucléique

ATP : Adénosine Triphosphate

ATPase: Adénosine Triphosphatase

BSA : Bovine serum albumine

ChIP : Immunoprécipitation de la Chromatine Pontée
Da: Dalton

DNase |: Désoxyribonucléase |

DTT : Dithiothréitol

EDTA: acide éthylene diamine tétra acétique

EGTA : acide éthyléne glycol- big{amino-éthyléther]-N,N,N’,N’ tetracyclique
HA : Hemagglutinin

HAT : Histone Acétyl Transférase

HDAC : Histone Désacétylase

HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfoni@ac
HMG : High Mobility Group

HMT : Histone Méthyl Transférase

kb : kilobase

kDa : kilo Dalton

lacZ : Béta-Galactosidase

MDa : Méga Dalton

PBS: Phosphate Buffer Saline

PCR : Polymérase Chain Reaction

PMSF : phényl méthyl sulfonyl fluoride

PRE/TRE :Polycomb/Trithorax Response Element
rpm : rotation par minute

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

TBS : Tris Buffer Saline

TBST : Tris Buffer Saline Tween 0.5%

Tris : Tri-hydroxy méthyl-amino-méthane

Tween 20: Polysorbate 20

UAS : Upstream Activation Sequence



Avant Propos

Dans les années 1940, Conrad Waddington introduiiotion d’épigénétique comme la
branche de la biologie qui étudie les mécanismeslgsmuels le génotype (la séquence
d’ADN) engendre le phénotype (les caractéristiqaes I'organisme). Les nombreuses
découvertes sur I'ADN et la transcription font atie de nouveaux problemes, ce qui
amene a reconsidérer le terme « épigénétique »iD&s années 70, il désigne I'étude des
processus de I'hérédité nucléaire non fondés suditigrences dans la séquence d’ADN. Ces
nombreux processus correspondent a :

» La modification chimique de I'ADN tel que la méthtibn de la cytosine.

* Les modifications des composants de la chromatotanmment des histones (code

histone) et des protéines non histones.

e Latranscription d’ARN non codants.

Tous ces mécanismes intercedent dans le maintidiexjgession des genes au cours des
divisions cellulaires. Pendant le développement dignaux moléculaires permettent la

différenciation des cellules en activant et répritneertains genes. Malgré la disparition de

ces signaux, les genes continuent a étre exprireles $'état déterminé auparavant. Ce

phénomene, appelé mémoire cellulaire, amene a ser pme question fondamentale en

biologie : comment sont maintenus les profils dieggion des génes au cours des divisons
cellulaires ?

Un modéle d'étude de la mémoire cellulaire s’estpose chezDrosophila
melanogasterLes genes homeéotiques, impliqués dans l'idedi® cellules le long de I'axe
antéropostérieur, sont d’abord activés ou répripggdes produits des genes de segmentation
lors de I'embryogénése précoce. Bien que ces stidmparaissent, les profils d’expression
des genes homéotiques restent identigues au cesidisions cellulaires car d’autres genes
prennent le relais : les génes du gro®méycomb(PcG) vont maintenir réprimeés les genes
homeéotiques tandis que les genes du grdupigorax (trxG) les maintiennent actifs. En
agissant en complexes multi-protéiques, les fastderremodelage de la chromatine codés
par les genedcG et trxG vont altérer I'environnement chromatinien afin dwintenir
I'expression de leurs genes cibles notamment dessgeéoméotiques. Le mécanisme d’action
des complexes PcG et TrxG est encore mal connu fadisintervenir de nombreux
partenaires. Il a été montré qu’ils agissent notamtmsur les modifications post-
traductionnelles des histones et la séquestratiem cbmplexes de remodelage de la

chromatine.



Notre équipe s’intéresse au role biologique d’'uregine chromosomique non histone
de Drosophila melanogaster Dorsal Switch Protein 1 (DSP1). DSP1 est undéme a
boites HMG (High Mobility Group) ce qui lui confeta capacité de se fixer sur 'ADN en
reconnaissant non pas des séquences spécifiquesdesstructures particulieres telles que
I'ADN courbé. L’étude d’'un mutant nul pour le gémspl (appelédspl) généré au
laboratoire, a permis de révéler I'implication d8FL dans la régulation des génes au cours
du développement embryonnaire. Il a été montré lguprotéine DSP1 régule les génes
homeéotiques en agissant, selon le locus consiéér&ynergie avec les protéines TrxG ou
PcG. Le mode d’action des PcG et TrxG suggere die1lest probablement associée a un ou
plusieurs complexes protéiques. Jusqu’'a maintedanprotéine DSP1 n'a été mise en
évidence dans aucun complexe connu alors que dedst-présente, dans I'embryon, dans des
complexes multimériques de taille comprise entr@ HKDa et 1MDa. L’objectif du travail de
these présenté ici est de mieux comprendre le m@déon moléculaire de la protéine DSP1
en déterminant les partenaires de la protéine BsRburs du développement embryonnaire.
Dans ce but, nous avons, dans un premier tempsemace au laboratoire des techniques
d'immunopurification des complexes contenant latgire DSP1. Ces approches nous ont
permis d’identifier les partenaires de DSP1 au salw développement embryonnaire. Dans
un deuxiéme temps, nous avons caractérisé lesoradiiologiques entre DSP1 et un certain
nombre de partenaires plus particulierement lagpmetRm62. Enfin, le mode d’action de la
protéine DSP1 étant peu connu, nous avons détermparéune approche biochimique, de

nouvelles caractéristiques physico-chimiques gedééine DSP1.



INTRODUCTION



|. Maintien de I'expression des génes par les proté  ines des

groupes Polycomb et Trithorax.

A. Les génes homéotiques contrélent I'identité des segments.

Le corps de la drosophile est composé de segmentsétameéres. Mise en place au
cours de I'embryogénése, l'identité des segmeriasarvée de la larve jusqu’a l'adulte
survivant aux differentes mues et a une métamoghest déterminée par les genes
homeéotiques (ou genékx). Une mauvaise expression de ces genes changatiti&l d’'un ou
plusieurs segments sans altérer leur nombre pramqgune transformation homéotique
(Lewis, 1978). Les mutations dans un gene homéetmaduisent une homéose, c’est-a-dire
'apparition d'un organe bien formé, mais a un nasvemplacement du corps (exemple

Figure 1).

Figure 1: Exemple d’une transformation homéotiqud éte de drosophile sauvage
(a) et mutante pour le gene homéotique Antennap@miajui a développé a la
place des antennes des pattes. Ces images de aupieglectronique provenant
du siteThe Interactive Flynt été prises par le Dr. Rudi Turner.

ChezDrosophila melanogastetes premieres transformations homéotiques idéasf
dans les années 1910 furent des drosophiles agamségment T3 transformé en segment T2
c'est-a-dire les haltéres (appelées aussi balamdies servent au maintien de I'équilibre lors
du vol) transformées en ailes. La mutation létdlétat homozygote et portée par ces mutants
a été appelédithorax (bx). Une autre mutation ayant le méme phénotype fekte
bithoraxoid (bxd). La complémentation entrdex et bxd indiquait qu’il s’agissait de deux
« géenes » différents. Aprés la seconde guerre ratmdiE.B Lewis reprit I'étude de ces

mutations. Par des études génétiques, il identifiaertain nombre de nouvelles mutations
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ayant des phénotypes similairebxaet affectant le thorax et 'abdomen telles qumiaation
Ultrabithorax (Ubx) ou les mutationgfra-abdominal(iab) numérotées de 2 & 9. Les travaux
de Lewis poserent la base des études sur les gemesotiques chez la drosophile (pour revue
voir Lewis, 1998). D’'une part, Lewis a montré, d¢abéissant la carte génétique de mutants
homeéotiques, que ces mutations étaient toutesiséesl sur le fragment du chromosome 3 et
formaient un complexe de genes, qu'il a appelé dexapBithorax (Bx-C). Il a identifié que
ces genes codent des produits responsables datitédedes segments abdominaux et
thoraciques. D’autre part, il a découvert que ferdes géenes homéotiques du complexe Bx-C
sur le chromosome 3 correspond a l'ordre dans lletpiesont activés le long de l'axe
antéropostérieur du corps (Figure 2). Il définitdgle de la colinéarité. Ainsi, les genes situés
en 3’ sur le chromosome s’expriment les premierssda région antérieure. A l'inverse, les
genes situés en 5 s’expriment dans les régionsples postérieures de I'embryon.
Génétiguement, une mutation perte de fonction poor gene homéotique entraine
'antériorisation des segments, alors qu’une maoratigain de fonction entraine la
postériorisation des segments. De plus, ces gemeesprimés de facon additive.

A B

T T1 ==

T2 o T2

T3 O - =)

e O - =)

A2 | — | O@O A+ o @

Az | — | O@O0© A3~ o 0@

Aa | = 000 0® A4~ 6 OO.

A5 \é/ 0.00.0 A5* — 6 O0.0
A6 \‘i/ 0.00.0‘ A6* — 6 O0.0.
A8 \‘%‘/ 0.00.0‘..| A8* AEA 6 O0.0‘..‘

Figure 2 : Modéle d’expression des « géenes » du complexe Bitkadans la larve par
Lewis Le diagramme a coté des larves représente I'egioa des « genes » requis afin de
déterminer l'identité des segments. (A) Larve sgavaB) larve portant les mutations
bxd/pbx (bithoraxoid et postbithorax) nécessaire$aaspécification du segment Al. Ces
larves présentent des segments Al transformés enD&3plus, les creux ventraux
(caratéristiques des segments thoraciques/signaaésine fleche) sont présents sur tous les
segments posterieurs indiquant que la fonction g@/gbx est requise dans les segments
posterieurs (astérisque) Extrait de Maeda et Kaf@006).
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L'analyse moléculaire des genes homeéotiques a rooéfles résultats génétiques
obtenus par Lewis. Les genkewx, codant des facteurs de transcription & homéoduwmai
s’organisent en deux complexes distincts s’étendanplus de 300 kb chacun sur le bras R
du chromosome 3: le complexe Antennapedia (Ant@ide complexe Bx-C (McGinnis et
Krumlauf, 1992) (Figure 3).

Adulte

Embryon

lab " pb %2 Nzon = bhod o Dfd = Scr  fiz & Antp =
Antennapedia Complex Bithorax Complex

Figure 3.Les genes homeéotiques chez Drosophila melanogasidrez la drosophile, les
genes homéotiques sont séparés en deux complekiestdi: le complexe Antennapedia et le
complexe Bithorax. La figure montre I'expressios geénes homéotiques dans I'embryon et
'adulte. labial (lab), proboscipedia(pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduce(Bcr) et
AntennapedigAntp), Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A(abd-A et Abdominal-B(Abd-B. A
noter que les génes zerknullt-related (z2), zetk(aén), bicoid (bcd) et fushi tarazu (ftz) sont
présents dans le complexe Antennapedia mais ilsome pas classés parmi les genes
homéotiquedrigure extraite de Hughes et Kaufman, (2002).

Le complexe Bithorax sur lequel porte les travaexLeéwis est composé de trois
genes : Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A et Abdominal-B (Abd-B. Ceux-ci
déterminent I'identité du troisieme segment thagaei et des segments abdominaux. Chaque
géene homéotique s’exprime dans une région préeidemhbryon selon la regle de colinéarité
(Duboule et Morata, 1994). Les genes homéotiques dms séquences de régulation
complexes permettant d’exprimer ces géenes de neamidgférente dans chaque segment
(Maeda et Karch, 2006) (Figure 4).
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Figure 4.Schéma montrant I'organisation du complexe BithordBx-C). Sous le dessin de
la drosophile sont indiquées les unités de tramgon et les séquences de régulation du
complexe Bx-C (représenté par une échelle). Sudrésophile, les segments colorés sont
contrélés par les génes Ultrabithorax (Ubx en noigddominal-A (abd-A en bleu) et
abdominal-B (abd-B en jaune). Au dessus de I'éehdédls séquences régulatrices mises en
evidence par des expériences geénétiques sont mepéEs par des accolades: abx
(anterobithorax), bx (bithorax), bxd (bithoraxoighpx (postbithorax), iab (infra-abdominal).
Extrait de Duncan et Montgomery, (2002).

Les régions régulatrices du complexes Bx-C sontuég®s autonomes qui ont été
d’abord identifiées génétiquement par Lewis. Eest au nombre de neulbxbx, bxdpbx
etiab 2 aiab 9. Chacune d’entre elles définit l'identité d’'un asegment (au nombre de 14,
les parasegments sont des compartiments génétmuiedéfinissent la segmentation de
'embryon) en activant spécifiguement I'un des geheméotiques du complexe Bx-C. Par
exemple, les régionabd/bx et bxd/pbx régulent I'expression du gengbx dans les
parasegments 5 et 6 correspondant respectivemergegments thoracique T3 et abdominal
Al (Beachyet al, 1985; Littleet al, 1990; White et Wilcox, 1985b). De la méme maamier
iab 2, iab 3 etiab 4 permettent I'expression du geabd-Adans les parasegments 7, 8 et 9
correspondant aux segments A2 a A4 (Kaethal, 1990; Maciaset al, 1990; Sanchez-
Herrero, 1991). Une mutation dans un de ces él@dmtrégulation altere I'expression de
leur gene cible et change lidentité des segmétds.exemple, les drosophiles homozygotes

pour la mutatioriab 7°?ont leur segment A7 transformé en segment A6 (Bidit al, 1993).

13



Le complexe Antennapedia (Antp-C) est constitu€idg génes homéotiquesabial
(lab), proboscipediapb), Deformed(Dfd), Sex combs reducd&cr et AntennapedigAntp)
(Kaufmanet al, 1990) (Figure 3). Ces genes déterminent legraifftes structures de la téte
et du thorax. Cependant d’autres genes teldaaid (bcd) oufushi tarazu(ftz) sont localisés
dans ce complexe mais ils ne sont pas exprimés oh&€me facon que les genes homéotiques.
Bien qu’ils ne jouent pas le role de génes homéeticchez la drosophile, il semble qu’ils
aient des fonctions de génes Hox chez d’autresogtldes tels que les mites (Gibson, 2000).
La régulation du complexe Antp-C a été beaucoummeétudiée que celle du complexe Bx-
C. Néanmoins, certaines études ont permis de défuglques zones de réegulation comme
pour le gené&cr(Gindhartet al, 1995).

B. Mise en place du profil dexpression des génes
homéotiques

Au cours de I'embryogénése précoce, un ensembiaailphogenes (un morphogéne
est une substance dont le gradient de concentragonéterminer le positionnement et
lidentité des cellules lors de la morphogéenese &, 1999)) agissant de maniére
hiérarchique va établir les profils d’expressiols denes homéotiques (pour revue Lawrence,
1992) (Figure 5). Les premiers facteurs interverdems cette cascade sont les produits
d’'origine maternelle déposés dans I'ceuf. Les ARNssagers des génes materrat=oid
nanos hunchback (hbgtcaudal (cad)définissent la polarité embryonnaire. Une foisltits,
ces facteurs de transcription initient I'expressitenmorphogenes d’origine zygotique codeés
par les génes lacunaireGdp gene). Les mutations perte de fonction de I'un e genes
provoquent la disparition de segments contigusafdisapparaitre une lacune dans la
morphologie de 'embryon. Les gends cad zygotiques et les genggant, Krippel etknirps
sont exprimés sous la forme de large domaine désgion le long de I'axe antéropostérieur.
lls délimitent des frontiéres déterminant les gemcégions du corps. L'expression des géenes
lacunaires guide I'expression d’'une troisieme @ads genes : les genes de parité de segment.
Ces genes déterminent le nombre exact de parasegnhes genes de parité de segments
définissent les frontieres des parasegments efoiis exprimés sous la forme de 7 bandes
transversales en raies successives le long de f@mbL’expression du genevenskipped
(eve définit les parasegments impairs tandis que oelyit du gendushi tarazu(ftz) définit
les parasegments pairs. En réponse aux activitegageeurs de transcription codés par les
genes de parité de segments, les genes de pdarisegments affinent et stabilisent les

frontiéres de chaque parasegment.
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Figure 5: Cascade de régulation des génes de segmentatiobage antéropostérieur chez
Drosophila melanogasterChaque gene de cette cascade exprimé de mardgrenalisée
permet la segmentation du corps de la drosoph#s. firoduits maternels déposés dans I'ceuf
activent ou répriment I'expression des génes laresales produits des genes lacunaires
régulent I'expression des genes de parité de segmAreur tour, les produits des genes de
parité de segments mettent en place le profil desgion des génes de polarité de segments.
Ce systeme permet de segmenter 'embryon de dritesolph fin de cascade, I'expression des
génes homéotiques est contrblée par les produits gbnes lacunaires et de parité de
segments. Extrait de Wolpert, (1999).
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Les genes de polarité de segments telemgrailed (en ou wingless (wg) vont
permettre d’établir un plan d’organisation selors derritoires physiques appelés segments.
Dans le méme temps, les produits des genes laesnair des génes parité de segments
établissent les domaines d’expression des genegdimues (Figure 3). Mais I'expression
des génes lacunaires et des genes de parité deerssgmst transitoire au cours du
développement. Alors qu’apres quatre heures delaj@wement, les produits de ces genes
disparaissent, les genes homéotiques continuetre dXprimés pendant la vie larvaire et
pupale. (White et Wilcox, 1985a; Brower, 1987).nt&rvention des produits des génes des
groupesPolycomb(PcG) ettrithorax (trxG) va permettre de maintenir I'expression des genes
homéotiques en prenant le relais des génes de stjine précoce. Les genes des groupes
Polycombmaintiennent les géné$ox dans un état réprimé tandis que les genes depagou

trxG maintiennent I'état activé des genes homeéotiques.

C. Les genes PcG et trxG maintiennent I'expression des genes

Hox.

1. Les genes du groupe Polycomb.

Les premiers genes identifiés comme régulant laggoméotiques ont été les génes
de typePcG. Dans les années 40, E.H. Slifer a trouvé desogiokes males ayant des peignes
sexuels supplémentaires sur les pattes T2 et TlIdsopeignes sexuels sont absents chez les
drosophiles sauvages. Désignant ce phénotype pambe « extra sex combs », elle a isolé la
premiére mutation de typecGdans le gene du méme namtra sex combgesq (Slifer,
1942). Quelgues années plus tard, un second muigzanht des peignes sexuels
supplémentaires était identifié par P. Lewis : ktant Polycomb(Pc) (Lewis, 1947). Par la
suite, d’autres études ont permis d’isoler des timts dominantes ou récessives induisant un
phénotype similaire (Jurgens, 1985; Paro, 199n&émble des genes mutés en dehors des
complexes homéotiques Antennapedia et Bithoraxétemtant un phénotype similaire aux
mutantsescet Pc constitue le groupe des gerycomb(Figure 6).
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Figure 6: Pattes de drosophiles males
sauvage et mutant hémizygote pour le géene
PcG Polyhomeotic (Ph) La présence de

peigne sexuel additionnel sur la seconde et la

y ; troisieme patte est indiquée par une fleche. Ce
WT . VR .
phénotype est corrélé a une mauvaise
§ X ; o expression du géne Scr. Extrait @emaud et
410 -
Sl - al., (2006).

Des analyses de mutants perte de fonction des geon€sont montré qu'ils
présentaient d’autres phénotypes. Les drosophoesohygotes pour une mutation dans le
génePc meurent lors de I'embryogénése. E.B Lewis a mogtreé ces embryons présentent
un phénotype extréme ou tous les segments seraasfdrmés en dernier segment abdominal
A8 (Lewis, 1978). Ce phénotype est caractéristidua mutant gain de fonction des genes
homéotiques. En se basant sur ces observatigmypbsait un modéle ou les protéines PcG
répriment I'expression des genes homéotiques. Lgations dans les genBsG provoquent
des transformations homéotiques dues a I'expressitopique des genes des complexes Bx-
C et Antp-C ressemblant a des mutants gain deifondes génes des complexes Bx-C et
Antp-C. En étudiant le profil d’expression des geheméotiques dans les mutants perte de
fonction des geneBcG, il a été montré que les protéines PcG n'ont peffed sur le profil
d’expression initial des gend$ox mais qu’elles affectent ces profils plus tardiveimau
cours de I'embryogénése (McKeon et Brock, 1991;dpirat al, 1992; Struhl et Akam,
1985). Les produits des genesG n’induisent pas I'expression des géenes homéotiquads
ils maintiennent a I'état réprimé les genes homg@es au cours du développement

embryonnaire. Aujourd’hui, une vingtaine de géRe& ont été identifiés (Tableau 1).
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Tableau 1 Liste des génes PcG, de leurs protéines ainsi guiéedrs activités biochimiques

chez Drosophila melanogaster

Genes Protéines  Domaines Protéiques .ACt'.V't.es Références
Biochimiques
Additionnal sex ASX Domaine PHD (Jurgens, 1985)
combs
Cramped CRM Domaine PEST (Yamamo#n al, 1997)
Doigt de zinc, .
dKDM2 (CG11033) dKDM2 domaine PHD Déméthyle H3K36 (Lagaroet al, 2008)
dMi-2 dMi-2 Chromodomaine (Kehlet al, 1998)
Enhancers of . .
Polycomb E(Pc) Leucine Zipper (Satt al, 1983)
Enhancers of Zeste E(2) Domaine SET Methzl??KI;?Kg et (Jones et Gelbart, 1990)
Extra Sex Combs ESC Répétition WD40 Liaison alii/gc 'histone (Struhl, 1981)
ESC-Like ESCL Répétition WD40 (Wangt al, 2006)
Heat Shock Protein . (Mollaaghababat al,
Cognate 4 HSC70-4 Proteine Chaperonne 2001)
. (Santamaria et Randsholt,
Multi sex combs 1995)
Pleihomeotic Pho Doigt de zinc Liaison a I'ADN (Siman al, 1992)
Pleiohomeotic like PhoL Doigt de zinc Liaison a I'ADN (Browet al, 2003)
Polycomb Pc Chromodomaine Liaison a H3K27me3 (Lewis, 1978)
. domaine RING,
Polycomb-like PCL domaine PHD (Duncan, 1982)
Polyhomeotic Distal PHD domaine SAM (Durat al, 1985)
Polyhomeotic PHP domaine SAM (Duret al, 1985)
Proximal
Posterior sex combs PSC Doigt RING Cofacteur de dRING (Jurgens, 1985)
Scm-related gene e - .
o Répétition MBT,  Liaison a H3K9me1/2
containing _four mbt SFMBT domaine SAM ot HAK20me1/2 (Klymenkoet al, 2006)
domains
Sex Combs . Ubiquitinilation de
Extra/dRing dRING Doigt RING H2AK119 (Breen et Duncan, 1986)
. Répétition MBT, Liaison aux histones
Sex Comb on Midleg SCM domaine SAM methylés (Jurgens, 1985)
Sir2 SIR2 (Furuyameat al,, 2004)
RPD3 Deaffty'a“o” des (Tie et al, 2001)
istones
Supressor of zeste 2 Su(z)2 Doigt RING (Jurgens, 1985)
S“presicz’r of zeste g 7)12 Doigt de zinc Cofacteur de E(2) (Bieteal, 2001)
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2. Les genes trxG.

Les genes régulant positivement les genes homeéstigont appelés les genesG.
Le géndrithorax (trx) a été le premier gene identifié du groupe augjulnne son nom. Les
mutants homozygotes pour l'alléle perte de fonctipr' présentent un phénotype
caractéristique des premieres mutations homéotigisentifiées: les halteres sont
transformées en ailes (Ingham, 1998) (Figure 7)pk@@notype correspond a une diminution
de I'expression du gene homéotiqubx. En effet, I'expression des genes homéotiques est
grandement réduite dans les mutaxtMazoet al, 1990; Breen et Harte, 1993).

Figure 7 : Exemple d'une transformation homeéotique d’halteresn ailes due a une
mutation dans le gene trxa) Halteres (H) de drosophile sauvage et (b) migdromozygote
pour I'alléle trithorax. Chez les mutants trxon observe des haltéres transformées en ailes.
Ce phénotype est di a une mauvaise expression rou lggmeéotique Ultrabithorax (Ubx).
Extrait d'Ingham, (1998).

Les produits des genéxG maintiennent active la transcription dans les gdmanéotiques.
Actuellement, une vingtaine de génes sont class@sne membres du groupG (Tableau
2). Plusieurs criteres ont permis d’identifier ¢gnedrxG
* Premierement, les mutants perte de fonctionmk€smontrent des transformations de
segments dont I'identité est changée en segmestgpliérieur. Les mutations dans les
genestrxG provoquent des transformations homéotiques siregaa des mutants
perte de fonction des genes Bx-C et Antp-C dues @éafaut dans le maintien de
I'expression de ces genes.
 Dans un second temps, certains geme& ont été identifiés par des interactions
géneétiques avec le mutanithorax. Ces doubles mutants présentaient des phénotypes
ou les transformations homéotiques sont aggravaéespport au mutant simple. Par
exemple, si on combine des mutations dans les gdrsest, small, or homeotic discs
1 (ash)) et ash2avec la mutatioftrx, on observe une augmentation de la force et de la

fréequence des transformations halteres en ailesaf8h1989).
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« D’autres membres du groupeG ont été identifiés par leur effet antagonisteaAgs
des mutant®cG. Les alleles perte de fonction des gemeS suppriment I'apparition
de peignes sexuels supplémentaires due a la mufatide de fonctiofPc. C'est le
cas du genbrahma(brm) (Kennison et Tamkun, 1988).

e Toutes les mutations perte de fonctitmxG réduisent I'expression des genes
homéotiques.

Tableau 2 :Liste des genes trxG, de leurs protéines et dedeagtivités biochimiques chez
Drosophila melanogaster

Génes Protéines  Domaines Protéiques  Activités Biughes Références
Absent, small, or : . .
homeotic discs 1 (ash1) ASH1 Domaine SET Méthyle histone H3 (Shearn, 1989)
Absent, small, or ASH2 Domaine PHD - (Shearn, 1989)

homeotic discs 2 (ash2)

Bromodomaine, (Kennison et

brahma (brm) BRM domaine ATPase Déplace le nucléosome Tamkun, 1988)
. . Bromodomaine, Doigt Transfére de groupement (Bantignieset al.,
nejire (nej) cBpP de zinc acétyle sur les histones 2000)
devenir/breathless (Maixneret al.,
(devibtl) Dev/Bil - - 1998)
. . . chromodomaine, (Daubresset al,
kismet (kis) Kis Domaine ATPase ) 1999)
Sous unité du complexe (Kennison et
kohtalo (kto) Kto - MEDIATOR Tamkun, 1988)
L . . . . Domaine ARID, Doigt Déméthyle H3K27, inhibe , ..
little imaginal disc (lid) Lid RING, domaine PHD les histones déacétylase (Gildeaet al, 2000)
. Domaine SANT, (Kennison et
moira (mor) MOR leucine zipper Tamkun, 1988)
: (Kennison et
osa OSA domaine ARID Tamkun, 1988)
sallimus (sls) - (Kennison et
Tamkun, 1988)
SBF1 SBF1 Antiphosphatase (Petruk et al., 2001)
Sous unité du complexe (Kennison et
skuld (skd) Skd MEDIATOR Tamkun, 1988)
(Dingwall et al,
Snf5 related 1 (snrl) SNR1 1995)
taranis (tara) TARA Domaine SERTA - (Calggg)ze)t al,
. Doigt RING, doigt de ) (Gutiérrezet al,
tonalli (tna) TNA zinc. 2003)
: Domaine SET, .
trithorax (trx) TRX Domaine PHD Méthyle H3K4 (Ingham, 1985)
trithorax-like Trl/GAF Domaine BTB-POZ (Farkas et al., 1994)
) ) i (Kennison et
urdur (urd) Tamkun, 1988)
: Cohesin, Rad21/Rec8 (Kennison et
verthandi (vtd) Rad21 like protein ) Tamkun, 1988)
i (Shannon et al.,
zeste (2) 4 1972)
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D. Caractérisation des protéines PcG et TrxG

Par des expériences génétiques, les g&gs et trxG ont été identifiés comme
régulant les geneblox. Afin de préciser les fonctions des géresG et trxG, il a été
nécessaire de s’intéresser aux produits de cessgéawe protéines PcG et TrxG. Par des
expériences d’immunolocalisation, les protéinesePdrx ont été retrouvées au niveau du
noyau. De plus, la localisation des protéines PEretsur les chromosomes polyténiques de
glandes salivaires de larves d&%stade au niveau des complexes Bx-C et Antp-C frouh
gue les produits des genesettrx réegulent directement et physiquement les gétees(Zink
et Paro, 1989; Zinlet al, 1991; Kuzinet al, 1994). Ces expériences ont montré que les
protéinesPcG et TrxG interagissent avec les chromosomes ldostructure de base est la

chromatine.

1. La chromatine

Chez les organismes eucaryotes, la taille du gérneshémportante. Par exemple, une
cellule humaine posséde environ 2 m d’ADN (6,6 % i) contenu dans un noyau de 6 pm
de diametre. C’est pourquoi I'ADN est condensé dams structure appelée chromatine. La
chromatine a deux fonctions essentielles :

1. Elle permet & ’ADN de tenir dans le noyau.

2. Elle participe a la régulation des genes notamraéatranscription.

a) Le nucléosome

Le nucléosome est la structure fondamentale dehtanwatine (Figure 8). Il est
composé de protéines appelées histones autouraliesglid7 paires de bases de I’ADN vont
s’enrouler. Les histones présentes par paire dangdléosome sont les protéines H2A, H2B,
H3 et H4 qui se regroupent pour former un octanigge.histones sont des protéines basiques
de petite taille (entre 11 et 28 kDa). Elles samtstituées d’'un domaine globulaire impliqué
dans les interactions avec I'ADN. Leur extrémitédiminale flexible, appelée queue des
histones, interagit avec des protéines régulatet&sDN (Lugeret al, 1997). L’'assemblage
de la chromatine comprend plusieurs étapes. Laiprenest 'assemblage du nucléosome.
Une histone H3 s’associe avec une histone H4 moordr un dimére (H3-H4). Deux dimeéres
(H3-H4) s’assemblent et forment un tétramére (H3,HWADN va se lier avec celui-Ci
formant un complexe stable. Parallelement, leohest H2A et H2B s’associent en dimere.
Ensuite le tétramere (H3-H&y'associe a deux dimeres (H2A-H2B). L’ADN s’enroalgour

de cet octamere pour former un nucléosome de 1Hemiameétre. Un cinquieme type de
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protéines, I'histone H1, vient s’insérer dans I'ARMtre les nucléosomes. Celle-ci joue un
réle dans la compaction de la chromatine notammestabilisant la structure en hélice de 30
nm de diametre appelée solénoide. La chromatiné qaapter des niveaux d'organisation

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

lors de la mitose.

Figure 8 : Structure tridimensionnelle du nucléosoméa figure montre que I’ADN (en brun
et turquoise) s’enroule autour des quatres dimemaposes des histones H2A (jaunes), H2B
(rouge), H3 (bleu) et H4 (vert) et situés au cerdeela structure. Le nucléosome est vu de
face a gauche et de profil & droite. Extrait de eugt al., (1997).

b) Euchromatine et hétérochromatine

L’observation des noyaux des cellules eucaryotesleédeux types d’organisation de
la chromatine (Passarge, 1979). La premiere appéli&eochromatine reste trés foncée et trés
condensée pendant l'interphase. Chez la drosopliktérochromatine contient 30% du
génome et elle est principalement localisée auanivdes centromeres et des télomeres (Gatti
et Pimpinelli, 1992). Cette structure, condenséx ain arrangement de nucléosomes régulier
ou I’ADN est peu accessible (Sah al, 2001), est composée principalement de séquences
non codantes et contient peu de genes. La secogdeisation, nommée euchromatine, est la

portion chromatinienne plus claire et plus diffymdant I'interphase. Elle est composée de
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séquences d’ADN uniques ou se trouve la majorité deénes. L'arrangement des
nucléosomes est irrégulier ce qui permet a la macie transcriptionnelle d’accéder a
’ADN. L’essentiel de la transcription se déroulend I'euchromatine. Par des expériences de
digestion de la chromatine par différentes nucledsetamment la DNase |), il a été montré
gue les régions promotrices des genes activememisdrits présentaient des sites
d’hypersensibilité a la DNase | (Elgin, 1988). @ésultats indiquent que la transcription est
couplée avec une déplétion en nucléosomes impliguar structure de la chromatine
ouverte. A l'inverse, I'hétérochromatine possede ge sites d’hypersensibilité a la DNase |

car sa structure condensée laisse I'ADN peu adaessi

c) La variégation par effet de position

La structure de la chromatine est un des élémenta dégulation de la transcription
des geénes. L'un des premiers arguments en faveunedinfluence de la structure
chromatienne sur I'expression du génome fut doraréH Muller. Dans les années 1930, il
décrit le phénomene de variégation par effet detippgPEV) (Figure 9). En travaillant sur
les effets des rayons X sur les drosophiles, leism mutant du géenehite (w). Le génew
contr6le la pigmentation de I'ceil. Normalement reubceil devient blanc lorsque le géene
est muté. Mais le mutant obtenu par Muller présenteeil bigarré rouge et blanc. Plus tard,
les analyses de ce mutant ont montré que les ray@waient provoqué une inversion sur le
chromosome X. Le locus du gewssitué dans I'euchromatine s’est retrouvé présealidégion
d’hétérochromatine. Il en résulte que le géweest réprimé ou activé selon que
I’hétérochromatine s’étend ou non jusqu’a ce lo&ans les cellules des facettes de couleur
blanche, le géner est réprimé tandis gu’il est activé dans les tedlaes facettes de couleur
rouge. Le phénotype observé n'est pas di a unetioutdans le génev mais a un
changement de position du locugpres de I’'hétérochromatine. Le phénomene de PEMteés
de la transmission d’'une structure hétérochronmetime a un gene euchromatique. L'étude de
ce phénomene a permis de mieux comprendre la té&guldes genes par la structure de la
chromatine notamment grace a la recherche de gamesnt influencer le phénomene de
PEV.
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Figure 9. Exemple de variégation par effet de position (PEWhez Drosophila
melanogaster(A) Situé sur le chromosome X, le géne whitecestlisé dans I'euchromatine
(noir). L'ceil est entierement de couleur rouge. ijite a une inversion chromosomique, le
locus white se retrouve a proximité de I'hétérochadine (gris). Dans certaines cellules,
’hétérochromatine se propage jusqu’au gene whité wp étre réprimé. Dans les autres
cellules, white est exprimé car il se situe tougpdans I'euchromatine. L’ceil est de couleur
blanche et rouge. D’apres Grewal et Elgin, (2002).

d) Les modificateurs de PEV.

La recherche de mutations modifiant I'intensité ghénoméne de PEV du géenea
permis d’identifier deux types de régulateurs :rfragations diminuant le phénomene de PEV
appeléesSuppressor of variegatiofSu(var) et les mutations augmentant ce phénomene
désignée&nhancer of variegatiofE(var)). Le fait que les mutations dans les génes idéatif
comme Su(var) et E(var) alterent le phénoméne de PEV et que I'hétérochriomatst
impliqguée dans le phénoméne de PEV, suggére que geees ont un rdle dans
I'établissement, le maintien ou la modification ldestructure de la chromatine. Ainsi, la
plupart des produits des génes modifiant le phénem@de PEV sont des composants
structuraux de I'hétérochromatine. Par exemplegéee Su(var) 205code une protéine
appelée Heterochromatin-associated protéin 1 (ldBilg¢st impliquée dans la propagation de
I’hétérochromatine (James et Elgin, 1986; Eissemtsdral, 1990). Le produit du gene
Su(var)3-7est une protéine structurale de I'hétérochromadissociée physiquement a HP1
(Cléardet al, 1997).
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e) La régulation de la structure de la chromatine.

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

régulation des genes par la structure de la chinmdDifférents éléments interviennent pour

réguler la structure de la chromatine :

Les modifications covalentes de ’'ADN comme la ny&dtion des cytosines.
Certaines histones possédent des isoformes s’io@rpde facon identique au
nucléosome. Ces isoformes appelées « variants megtent de moduler
'accessibilité a 'ADN aux différents facteurs edypes de se lier au
nucléosome.

Certaines protéines sont capables de modifier ig®res de maniere post-
traductionnelle sur leur partie N-terminale nomusturée et appelée queue des
histones. Des méthylations, acétylations, phospatiops, ubiquitinations de
la queue des histones sont possibles (Figure.10).

Le nucléosome posséde un rdle central dans laatigulde I'expression des
genes. Sa mobilité est nécessaire au remodelageladehromatine
accompagnant les étapes de transcription. A I'seele maintien d’un
arrangement régulier de nucléosomes empéche leufadmpliqués dans la
transcription d’accéder a I'ADN, assurant ainsi @état répressif de la
chromatine. Des protéines sont capables de déplasenucléosomes pour
rendre '’ADN accessible grace a leur activité ATiBas. Ce sont les facteurs

de remodelage de la chromatine.

Les différentes modifications des histones dépopaesin ensemble de protéines forment un

code qui est interprété par d’autres protéinesadinéguler les processus liés a la structure de

la chromatine : c’est I'hypothése du code histalen(wein et Allis, 2001). Par exemple, les

protéines SU(VAR)3-9 et HP1 qui sont impliquéessdianpropagation de I’hétérochromatine,

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

partie des protéines dites Histone Methyl Transier@MT) qui sont capables de transférer

des groupements méthyles sur la queue des histSEY.AR)3-9 méthyle la lysine 9 de

I'histone H3 (H3K9me) (Czermiet al, 2001). Cette marque est ensuite reconnue par un

domaine protéique particulier de la protéine HPpedd chromodomaine (pour Chromatin

Modifier Organisation). Sans la marque H3K9me, 'yl @ pas de fixation de la protéine HP1

sur le nucléosome et la propagation de I'hétéraulatme est abolie (Bannister al, 2001).

25



u
N-1SGHGKQGGKARA}T(AKTHSSRAGLQFPVGRV---/\ H2A Histong
g 1315

/ tails

N- PEPA KSAPAPKKGSKKAVT KAQKKDGKKRK

_/. H2B
| M MP_ M A M) —-/. Nucleosome
N- AHTKQTAHK%TGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVK
. [
N- SGFIGKGGKGLGKGGAKRHHKVLRDNIQGIT
13 5 8 i6
Globular
Histone tails domains

Chromatin
Chromosome

P - Phosphorylation

M - Methylation

A - Acetylation

U - Ubiquitylation |

Figure 10 : Les differentes modifications post-traductionnelledes histones Extrait de
Zamudio et al., (2008).

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

L’analyse de l'activité biochimique des protéinesGPet TrxG a montré qu’elles
étaient similaires a celles des produits des g8négar)et E(var) (Tableau 1 et 2). L’'une des
premieres protéines dont le réle a été etudiéaegtdtéine Pc. La séquence de la protéine Pc
possede un chromodomaine similaire & 58% au chromaihe de la protéine HP1 (Paro et
Hogness, 1991). Il a été montré que le réle durobdbmaine est de cibler les protéines Pc et
HP1 sur la chromatine. Tandis que la protéine H&tllaealisée sur I'hétérochromatine, la
protéine Pc est présente sur I'euchromatine (Messheal, 1992; Platercet al, 1995).
L’identification du chromodomaine de Pc conduitdat ses collaborateurs a proposer une
parenté fonctionnelle entre HP1 et Pc dans la erisplace d’une structure de la chromatine
impermeéable a la transcription.

26



Les protéines Enhancer of zeste (E(z)), Trx et A®iddsedent a un domaine SET
(pour SU(VAR)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax) ik@ine a la protéine SU(VAR)3-9, qui
permet de déposer des groupement méthyles surelaeqde I'histone H3. Appartenant au
PcG, E(z) méthyle la lysine 27 de I'histone H3 (F23Kne) (Czermiret al, 2002; Mulleret
al., 2002; Cacet al, 2002) avec l'aide de la protéine Su(z)12. Ebd&nce de cette derniére,
il 'y a plus de marque H3K27me3 (Chetnal, 2008). La protéine Trx méthyle la lysine 4 de
I'histone H3 (H3K4me) (Rogueet al, 2001; Nagyet al, 2002). La protéine ASH1 méthyle
I'histone H3 sur les lysines 3,4 et 9 (Beisthl, 2002; Byrd et Shearn, 2003).

Il existe d’autres modifications de la queue destdmes qui sont déposées par les
protéines PcG et TrxG telles que I'acétylation ‘abitjuitination. La protéine CREB Binding
Protein (CBP) possede une activité de transfertgiaeipement acétyle sur les histones
notamment sur la lysine 8 de l'histone H4 (H4K8Aat) la lysine 27 de I'histone H3
(H3K27Ac) (Ludlamet al, 2002; Tieet al, 2009). La protéine PcG dRING possede une
activité E3 ubiquitine ligase capable de dépodgbiljuitine sur la lysine 119 de I'histone
H2A (H2AK119ub) (Cacet al, 2005; de Napolest al, 2004; Wanget al, 2004a) et utilisant
la protéine PSC comme un cofacteur (Lavighal, 2004).

Si toutes ces protéines citées déposent des gramperohimiques sur les histones,
d’autres sont capables d’enlever ces groupemenést @ cas des histones déacétylases
(HDAC) RPD3 et SIR2 faisant partie des PcG (@ial, 2003; Furuyamat al, 2004). Dans
le cas des histones déméthylases, la protéine lmihginal discs (Lid) enléve la méthylation
H3K4me (Secombet al, 2007) et la protéine UTX déméthyle la méthylatid3K27me
(Smithet al,, 2008).

Les modifications des histones citées ont des sff@pressifs ou activateurs de la
transcription. Ainsi les modifications H3K27me3 BIRAK119ub sont associées a la
répression des genétox imposée par les protéines PcG (Waatcal, 2004a; Cacet al,
2002). A l'inverse, I'acétylation des histones &tnhodification H3K4me3 sont associées au
maintien de I'activation des génes par les TrxG @t al, 2009; Kimet al, 2005) (Voir
Figure 10). L'analyse des profils des méthylatietdk27me3 et H3K4me3 sur le génome de
la drosophile montre qu’elles sont quasiment exedss(Schuettengrubet al, 2009). Papp
et Muller ont analysé la relation entre H3K27meB8K4me3 sur le gene homéotiquex a
I'état activé et réprimé (Papp et Muller, 2006)I'éat réprimé, 'ensemble du gehtox est
triméthylé sur 'H3K27 tandis qu’a I'état active, 3H27me3 est présente en amont du géne
mais pas sur le promoteur et les régions codabt@ssence de H3K27me3 est confirmée par

le fait que la protéine ASH1, responsable de lahgiétion H3K4me3, puisse se fixer sur le
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promoteur du genblbx. De plus, le fait que la protéine déméthylase SD¥ associee avec
'ARN Polymérase Il (ARN Pol Il) sur les génes aetinent transcrits, confirme le fait que la
méthylation H3K27me3 est strictement associéer@deession des genes (Snathal, 2008).

\
Lid, RPD3 ’
<]

et SIR2

w UTX \

H3K8 et

Répression

Activation

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

Ces marques apposées sur les histones vont ébreréttes par d'autres protéines
PcG et TrxG. Le chromodomaine de la protéine Preeannaitre spécifiguement la marque
H3K27me3 (Fischleet al, 2003). La protéine Extra Sex Combs (ESC) recivrégalement
les méthylations en position H3K27 (Teeal, 2007). Grace a leur domaine Malignant Brain
Tumour (MBT), les protéines Sex Comb on Midleg (SCG& Scmrelated gene containing
four MBT domains (SFMBT) vont reconnaitre les higs dont les lysines sont mono et di
meéthylées notamment en position H3K9 et H4K20 (@riet al, 2007, 2009). Les protéines
Brahma (BRM), Polybromo et CBP possédent un Brommdoe qui permet la
reconnaissance des histones acétylées (Mupakal, 2007). Les protéines PcG et TrxG
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présentent également des activitées ATPase néaessairremodelage de la chromatine. Par
exemple, la protéine PcG dMi-2 est une ATPase pe GHD (Brehnet al.,, 2000) tandis que
la protéine TrxG BRM est une ATPase de type SWIHSKramkuret al, 1992).

E. Les complexes PcG et TrxG

1. Les complexes PcG .

Plusieurs données génétiques suggerent que lesrmaetPcG forment des complexes
multimériques. Premiérement, la forte augmentatidm nombre de transformations
homéotiques chez un double mutant perte de fond¥c@® par rapport au mutant simple
indique une action synergique des protéines Pcfgdads, 1985). De plus, les protéines PcG ,
notamment PC et Polyhomeotic (PH), possedent debreur sites de fixation en commun
sur les chromosomes polyténiques des glandes isativde larves de drosophile (DeCamillis
et al, 1992). Les premieres études biochimiques orforeé I'idée que les protéines PcG
agissaient en complexes multiprotéiques. Par codinoprécipitation, il a été démontré que
les protéines PC et PH interagissaient physiquemerfaisant partie d'un méme complexe
(Frankeet al, 1992). La purification des complexes PcG a cordi ces premieres études
(pour revue (Grimaudt al, 2006b; Schwartz et Pirrotta, 2007). On connaditigg complexes
PcG : PRC1, dRAF, PRC2 et PHORC (Figure 12).

a) Le complexe PRC1

Le premier complexe identifié, nommé Polycomb Regikee Complex 1 (PRC1), a
une taille de 1 a 2 MDa (Shat al, 1999). Le ccoeur du complexe est formé par legjpres
PC, PH, Posterior Sex Combs (PSC) et dRING/Sex Gdaxtra (Franci®t al, 2001). Une
trentaine d’autres protéines sont présentes darmiplexe PRC1 (Saurgt al, 2001). Parmi
ces protéines, on peut citer le facteur de trapson spécifique Zeste (Z). Classé initialement
comme une protéine TrxG, il est associé avec cesaprotéines PcG sur des sites ou la
transcription est réprimée dans les glandes sediwvaile larves (Laney et Biggin, 1992;
Rastelliet al, 1993). Les protéines TATA Binding Protein Assded Factor (TAF) ont été
eégalement purifiees avec PRC1. Ce sont des soté&suhu facteur de transcription général
TFIID. Elles sont présentes dans des complexest aysmnactivité d’'acétylation des histones
(Albright et Tjian, 2000). Dans des cellules destqghile en culture, les protéines PC et PH
sont associées avec des facteurs de transcripfioérgux tel que la TATA Binding Protein

(TBP) sur les promoteurs des genes homeéotiquesliigrest al, 2001). Des expériences
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montrent que la polymérase Il (pol Il) est en pasiseles promoteurs lorsque les génes Hox
sont a I'état réprimé. L’association entre PRCIestTAF aurait pour but de maintenir la pol
Il en pause (Choprat al, 2009). La protéine chaperonne Heat shock prategnate 4
(HSC70-4) est aussi associée avec le complexe PR&3lmutations perte de fonction dans le
geneHsc70-4augmentent le phénotype des mutdii§ (Mollaaghababaet al, 2001). De
plus HSC70-4 interagit physiquement avec PH darssogdlules de drosophile en culture
(Wang et Brock, 2003). HSC70-4 pourrait étre néaiess I'assemblage du complexe PRC1.
Le complexe Chromatine Associated Silencing ComgtaxHomeotics (CHRASCH) est
apparenté a PRCL1. Purifié a partir de cellules @ture, il contient en plus des protéines
constituant le cceur de PRC1, la protéine Pipsq(RR8R) qui permet de fixer spécifiquement
PRC1 a I'ADN (Huang et Chang, 2004). Le r6le du ptere PRC1 est d'établir un

environnement chromatinien associé a la répresisergenes.

b) Le complexe dRAF

Récemment, un nouveau complexe a été purifié ar phetla protéine dRING : le
complexe dRING Associated Factors (dRAF) (Lagaebwal, 2008). Associée a dRING et
PSC, la protéine dKDM2 forme le coeur du complexeuwnau membre des PcG, dKDM2
possede une activité déméthylase permettant d'enlaumarque H3K36me qui est associée a
'activation de la transcription. De plus, dKDM2irstule l'activité ubiquitine ligase des
protéines dRING et de son cofacteur PSC. Les pre¢éilegator et Ulpl sont aussi associées
a dRAF mais leur role n’a pas été analysé. Le délelRAF est la déméthylation de H3K36

puis I'apposition de la marque H2AK119ub par latgimee dRING.
PRC1 dRAF PRC2 PHORC

PAS i Su)z @
LN [ERE
v v v v

Recrute les
complexes PRC1 et
PRC2 sur leurs cibles

Etablit la répression sur Dépose des marques
les genes cibles sur les histones

Figure 12: Schéma des protéines coeur des complexes PcG indiqueurs réles
biochimiques dans le maintien de la répression deses
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c) Le complexe PRC2

Le complexe PRC2 ou ESC-E(z) a une taille de 608 (g et al, 2000; Tieet al,
2001). Le coeur du complexe contient les protéingg, EESC, Supressor of Zeste 12
(Su(z)12) et NURF55. D’autres protéines sont agescavec un complexe PRC2 de plus
grande taille (1Mda) telles que la protéine Polybohke (PCL), les protéines histones
déacétylase RPD3 et SIR2 (T@eal, 2003; Furuyamat al, 2004) et la protéine HSC70-4
(Nekrasovet al, 2007). A noter que dans la larve, la protéiné. Pt partie d’'un nouveau
complexe distinct de PRC1 et PRC2 (Sastlal, 2008). Le réle du complexe PRC2 est de
déposer les marques sur les histones associeeepréssion des géenes et reconnues par le

complexe PRC1.

d) Le complexe PHORC.

Bien que les protéines Pleihomeotic (Pho) et Phadmtic Like (PHOL). puissent
interagir directement avec les complexes PRC1 (Ma&dpet al, 2002) et PRC2 (Wangt
al., 2004b), elles ne font pas partie de ces compleRar contre, Pho a été retrouvée dans
deux autres complexes (Klymenks al, 2006). L'un de ces complexes est associé avec le
complexe de remodelage de la chromatine dINO8Ontst pas connu pour étre impliqué
dans le maintien de la répression par les PcGetersl complexe, nommé PHORC, contient
Pho et la protéine SFMBT. Le réle du complexe PHG#RCde reconnaitre I'environnement

chromatinien puis de recruter les complexes PcGesus cibles.

2. Les complexes TrxG

De la méme maniéere que les protéines PcG, lesipestélrxG s’organisent en
complexes multimériques pour maintenir les généséex: Trois principaux complexes TrxG
ont été caractérisés biochimiquement cHewsophila melanogaster(Figure 13): les
complexes BRM, TAC1 et GAF-FACT.

a) Le complexe BRM

Le complexe Brahma (BRM) de 2 MDa est composé dettipes BRM, Moira
(MOR), BAP111, OSA et SNF5-related gene 1 (SnrBp(rilaset al, 1998). Ce complexe
est ’'homologue du complexe de remodelage de lanchtine SWI/SNF caractérisé chez la
levure (Collinset al, 1999). Chez la drosophile, le complexe BRM exstus deux formes
n'ayant pas la méme distribution sur les chromosopadyténiques et appelés BAP et PBAP

(Mohrmannet al, 2004). Le complexe BAP est caractérisé par &sguce de la protéine
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OSA, tandis que le complexe PBAP contient les mmet2 Polybromo et BAP170 mais pas
OSA. Le role des protéines OSA, Snrlet la protéB®AP111 serait de moduler les
interactions entre le complexe BRM et la chromagéindes ciblant sur des cibles particulieres
(Marendaet al, 2003; Papoulast al, 2001; Vazque=zt al, 1999). Par exemple, il a été
démontré que la protéine Snrl peut cibler le corgplBRM sur des genes spécifiques en
intervenant dans des processus cellulaires padisulZraly et al, 2003). Le réle du
complexe BRM est de déplacer les nucléosomes cdagqilite 'accés a 'ADN pour les

facteurs généraux de transcription.

b) Le complexe TAC1

Le second complexe TrxG est nommeé Trithorax AcétylaComplex 1 (TAC1).
D’'une masse moléculaire de 1 MDa, il contient lestgines Trithorax, CREB Binding
Protein (CBP) et l'antiphosphatase Set Binding éradt (SBF1). Le complexe TAC1 va

déposer des marques sur les histones liees a/éitioth de la transcription.

GAF-FACT BRM TAC1 ASH1

MOIRA Trx ASHL

v v v

Dépose des marques sur les
histones

Remodelage de la chromatine

Figure 13: Représentation schématique des complexes TrxG indig leurs roles
biochimiques dans le maintien de la répression déeses

c) Le complexe GAF-FACT

Le complexe FAcilitates Chromatin Transcription (ER a été isolé initialement chez
’homme (Orphanidest al, 1998). C’est un hétérodimére de protéines &bditMG (High
Mobility Group), SPT16 et SSRP1, qui facilite I'algation de la transcription. Chez la
drosophile, le complexe FACT, composé des protéit®RT16 et dASSRP1, a été co-purifié
dans I'embryon avec la protéine GAGA Factor (GABhi(mojimaet al, 2003). Le complexe
GAF-FACT est impliqué dans le remodelage de lamatme afin de maintenir 'expression

des genes homeéotiques.

32



d) Autres complexes TrxG

Par tamisage moléculaire, Papoulas et ses coll@#wsaont montré qu’ASH1 et
ASH2 sont respectivement présentes dans des coaspliexmasses moléculaires de 2 MDa et
500 kDa. Les autres composants de ces deux consplesint a caractériser (Papowhal.,
1998). ASHL1 interagit génétiguement et physiquenasmic la protéine CBP du complexe
TAC1 (Bantignieset al, 2000) ce qui laisse a penser que le complexelAgdtirrait avoir
une fonction redondante avec le complexe TAC1 (déjeet Cavalli, 2005).

3. Autres complexes aidant les PcG et TrxG.

Certains complexes de remodelage de la chromatieatdes complexes PcG et TrxG
dans le maintien de I'expression des genes. Céesh$ du complexe TIP60. Composé des
protéines TIP60, Reptin, Domino, Enhancer of Palyoet dMRG15, il est impliqué dans la
répression des génes homeéotiquesefQil, 2006; Ruhft al, 2001). Deux autres complexes
de remodelage de la chromatine aideraient les ipestéPcG et TrxG dans le maintien de
'expression des genes. Les deux complexes comtignia protéine Imitation SWI (ISWI)
appartenant a la famille des ATPases SWI2/SNF2kfyamaet al, 1995). ISWI interagit
avec la protéine ACF (ATP-utilizing chromatin asf#ynand remodeling factor). Ce
complexe intervient dans la répression impliquastPcG (Fyodoroet al, 2004). Le second
complexe interagissant avec ISWI est le complexelédsome Remodeling Factor (NURF).
Ce dernier est impligué dans le maintien de l'atton de I'expression des génes
homéotiques avec les TrxG. Il est composé desipesdSWI (Imitation SWI), NURF 301,
NURF 55 (ou p55) et NURF38 (Badenhoestal, 2002). La protéine p55 est aussi membre
du complexe PRC2 (Miilleat al, 2002).
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F. Les activateurs des Polycomb et trithorax.

Lors d’'un crible génétique visant a identifier deumeaux activateurs de la mutation
perte de fonction du génexG ashl Gildea et ses collaborateurs ont mis en évidence
I'existence de genes dont les produits agissemff@is comme des PcG et TrxG (Gild=aal.,
2000). Plusieurs génes initialement identifies caes PcG augmentent le phénotype du
mutantashl Ce sont les gends(z), Enhancer of Polycomb (E(P¢)dditional sex combs
(as®¥, Scm Psc et Suppressor of zeste 2 (Su(z)R@s auteurs proposent la création d’'une
nouvelle classe nomméeectivateurs des Polycomb et trithoray Enhancers of trithorax and
Polycomb(ETP) pour les génes qui agissent commetmx® ou unPcG selon la fonction
considérée (Tableau 3). Depuis, d’autres genesténtentifiés comme d&sTP:

= Classé parmi leBcG, le genepho est nécessaire au maintien de la répression
du géneeven skippedeve dans I'embryon puis au maintien de I'activatien@k méme gene
dans la larve (Fujiokat al, 2008). La protéine Pho est capable d’interalgysmguement avec
les complexes PcG et le complexe BRM (Mohd-Serial., 2002).

= A linverse, zeste(2) a été identifié comme uinxG (Laney et Biggin, 1992).
Puis des mutations augmentant le phénotype de mutaats ont été décrites (Phillips et
Shearn, 1990; Pelegri et Lehmann, 1994). La pretéeste interagit avec le complexe BRM
(Kal et al., 2000) comme avec le complexe PRC1 (Mulhollendl., 2003).

= C’est également le cas du genethorax-like (Trl), codant la protéine GAF.
Des mutations du géenérl augmentent le phénotype des géeRes§ et trxG (Bejarano et
Busturia, 2004). La protéine GAF, membre du compl@xxG GAF-FACT, participe au
recrutement des PcG (Misheaal, 2001, 2003; Busturiet al, 2001; Powet al, 2001b).

= Le genepsga des fonctions similaires au gene dans la répression et dans
I'activation des genes homéotiques (Schwendemabahehann, 2002).

= Un mutantbanaugmente les phénotypes mutdPtss et trxG (Fauchewset al.,
2003). La protéine Ban participe au recrutementcdesplexes PcG (Mishret al, 2003).

= Un alléle perte de fonction du gémerto augmente les phénotypes de type
PcGettrxG (Lopezet al, 2001). La protéine Corto interagit physiquemneardc les protéines
E(z), ESC, PH, SCM impliquées dans les complexdgmePcG (Salvaingt al, 2003).

» Le produit du géneorsal switch protein 1dsp) agit comme un TrxG ou un
PcG selon la fonction considérée (Decovéleal, 2001) ce qui permet de classer ce géne
parmis leETP.
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= Le génegrappa (gpp est classé parmi les ETP. Un mutant du ggragpa
(gpp), codant une histone méthyltransférase, montrgpdénotypes caractéristiques e

ainsi que derxG (Shanoweket al, 2005)

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

Membres Abréviation Dom,a.unes Fonctions Références
Protéiques
E”hjgs‘irs of E(2) Domaine SET  Méthyle H3K9 et H3K27  (Gildeial, 2000)
Enhancer of .
Polycomb E(Pc) - - (Gildeaet al., 2000)
Sex Comb on Répétition MBT, Liaison aux histones .

Midleg SCM domaine SAM methylées (Gildeaet al, 2000)
Poifrﬂgrssex PSC Doigt RING Cofacteur de dRING (Gildegal, 2000)
Suppressor of . Homologue fonctionnelle .

Jeste 2 Su(z)2 Doigt RING de PSC (Gildeaet al, 2000)
additional sex gy Doigt de zinc ; (Gildeat al, 2000)

combs

. . . . Recrute les complexes PcG .
Pleihomeotic Pho Doigt de zinc et TrxG (Mohd-Saripet al, 2002)

Domaine BTB- Recrute les complexes PcG (Bejarano et Busturia,
GAGA factor GAF POZ et TXG 2004)
Grappa Gpp Domaine DOT1 Méthylation des histones haiiBweret al, 2005)
Zeste 7 Recrute les complexes PcG(Phillips et Shearn, 1990;
et TrxG Laney et Biggin, 1992)
Pipsqueak PSQ Domaine BTB- Recrute les complexes PcG (Schwendemann et
Psq POZ et TrxG Lehmann, 2002)

Domaine BTB- Recrute les complexes PcG

POZ et TrxG (Fauchewet al, 2003)

Batman/Lola-like BAN

Corto - Chromodomaine Liaison aux histones (Logieal,, 2001)

Dorsal Switch DSP1 Boite HMG Recrute les complexes PcG

Protein 1 ot TrxG (Decovilleet al, 2001)

1. Le recrutement des protéines PcG et TrxG parles  ETP.

Si on analyse l'activité biochimique des compleRes et TrxG, on remarque gu'ils
n'ont pas d’activité de liaison a 'ADN. Pourtams| profils de fixation des protéines PcG et
TrxG tels que Pc et Trx montrent que ces protégeeient aux chromosomes sur des sites

discrets et précis indiquant qu’elles sont recmitde maniére spécifique sur leurs genes
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cibles. Lorsque l'on s’intéresse au recrutement Be6 et TrxG sur la chromatine, deux
questions sont posées. Premiérement, existe-sitdguences d’ADN spécifiques permettant
le ciblage des complexes ? Deuxiemement, quelslesifiacteurs capables de les recruter sur

ces séquences particulieres ?

a) Les PRE/TRE

Chez la drosophile, le recrutement des PcG et Th&Gessite des séquences d’ADN
régulatrices spécifiqgues appelées éléments de emainte ou Polycomb/Trithorax Response
Elements (PRE/TRE) (Brock et van Lohuizen, 200&uyrprevue Ringrose et Paro, 2007). Les
PRE/TRE sont des séquencesréegulatrices qui ont été identifiées chez la dpbsle par des
études génétiques au sein des genes homéotiqdes genegngrailedet ph (Simonet al,
1993; Charet al, 1994; Fauvarque et Dura, 1993; Kassis, 1994}alle de ces séquences
varie de quelques centaines a plusieurs milliergailees de bases. Les PRE ont été identifiés
et définis essentiellement de maniere fonctionnallecours d’expériences de transgénése
(Figure 14).

Les PRE sont définis par les criteres suivants:

* Les PRE induisent la répression du gene rappoplacé a leur voisinage. Le profil de
répression maintenu tout au long du développem&nperturbé en contexte mutant
PcG(Kassiset al, 1991; Fauvarque et Dura, 1993).

» L’insertion d'un transgéne contenant un PRE créenonveau site de fixation des
protéines PcG sur les chromosomes polytenes dedegasalivaires de larves
transgéniques (Zink et Paro, 1995).

» La répression du gene rapporteur est plus fortie siansgene est présent a I'état
homozygote. Ce phénomeéne, observé avec la pluparP&E, est appelé « Pairing
Sensitive Silencing » PSS (Kasssal, 1991). Le PSS se produit aussi si les deux
transgenes sont insérés a différents sites dagénieme. Cela démontre I'existence de
régulation en trans (Figure 14).

* Les PRE/TRE peuvent maintenir la répression comaocéiation des genes. Lorsque
'on induit expérimentalement une activation du @erapporteur, le PRE/TRE
maintient I'état activé (Cavalli et Paro, 1998, 2P9 es PRE et les TRE sont distincts
mais ils sont physiquement trés proches (Télilal, 1999).
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[PH—_Pre_D>—{ minwhie >—{P

b Transgene a |'état hétérozygote c Transgene a I'état homozygote

Faible répression du géne mini-white Forte répression du gene mini-white

Figure 14 :Le phénomene de « Pairing Sensitive Silencing(@® Le transgene ( symbolisé
par les pied de I'élément P (P)) possede une séguolycomb Response Element (PRE)
réprimant le géne mini-white responsable de la eoulde I'ceil. k) A I'état hétérozygote, la
répression du géne mini-white par les PcG fixées les PRE est faible.c] A I'état
homozygote, la répression de mini-white par le RIREimportante. La répression due aux
PcG est plus forte lorsque le transgéne est préserteux copies. Ce phénomene est appelé
le Pairing Sensitive Silencing (PSS).

A I'heure actuelle, il n'y a pas de réelle distioat entre les PRE et les TRE. Par
exemple, le PRE/TREab-7 est une séquence frontiere du complexe Bx-C shtée les
zones de régulationab 6 etiab 7 et réprimant la zoniab 6 lorsqu’elle ne doit pas étre active
(Gyurkovicset al, 1990). La délétion de cette zone de régulatimnaee la transformation
du segment A6 en segment postérieur A7 ce quilesat uhe forte expression du géaiwl-B
dans le parasegment 11 similaire au niveau nornalesxprimé dans le parasegment 12. De
plus la fonction de répression &ab-7 est dépendante du produit du géte(Busturia et
Bienz, 1993) ce qui clas$eab-7 parmi les PRE. A contrario, le fait que, suiteree seule
activation de la transcription du gene rapporteus lde 'embryogénése, le mérkab-7
permet le maintien de l'activation tout au longldevie de la drosophile (Cavalli et Paro,
1998), classe I'élemeritab-7 comme un TRE. Techniquement, rien ne permet dengiser
le PRE du TRE. C’est pourqguoi le terme Module deridie Cellulaire (CMM) ou PRE/TRE

est utilisé.
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b) Le comité de recrutement des complexes PcG et TrxG.

Bien que certains complexes TrxG (GAF-FACT) et REEORC et CHRASCH) ont
la capacité de se lier de maniere séquence spgzifig PRE/TRE, la plupart ne I'ont pas.
Comment ces complexes vont-ils étre recrumésivo sur les PRE/TRE ? Un ensemble de
protéines, capables de se fixer a 'ADN et intessgnt aussi bien avec les complexes PcG
gue TrxG, permet le ciblage de ces complexes sUPRE/TRE (pour revue Miller et Kassis,
2006).

Les protéines Pho et PHOL, membres du complexe RHM®®ymenkoet al, 2006)
se fixent spécifiguement sur la séquence GCCATIRIVitro etin vivo (Brown et al,, 1998,
2003; Schuettengrubet al, 2009). Lorsque I'on mute ce site de fixationrépression par
les protéines PcG diminue de la méme maniere glaeembtéine Pho est absente (Brogin
al., 1998; Mishraet al, 2001; Busturiaet al, 2001). Par exemple, la mutation des sites de
fixation de Pho sur le PRExd abolit la répression de la transcription du geifteabithorax
dans les disques imaginaux (Fritsathal, 1999). Pho interagit aussi bien avec les congsex
PRC1 et PRC2 qu'avec le complexe BRM (Paitxal, 2001a; Mohd-Sarigt al, 2002).
L’étude de la fixation de la protéine Pho sur leg@ée de la drosophile a confirmé qu’'elle
joue un réle d’'ETP en étant présente avec les ipegd”H et PC sur tous les PRE/TRE, mais
egalement avec les protéines PHOL et Trx sur des@ieurs des genes (Schuettengrder
al., 2009). Méme si Pho et PHOL ont des fonctionemedntes (Browet al, 2003), PHOL
se fixe préférentiellement sur des génes ou latrgstion est active.

La protéine GAF qui a la capacité de se fixer adguence (GA)n (Biggin et Tjian,
1988), est un ETP participant au recrutement d€s d®@ales TrxG (Pour revue Adkies al,
2006; Lehmann, 2004). GAF interagit avec la praéliinx et les complexes PRC1 et PRC2
pour les recruter sur les PRE/TRE. Par exempleREbxd régulant le géne homéotiquiox
possede des sites (GA)n reconnus par GAF. En supptices sites, on empéche la fixation
des complexes PcG et de Trx sur le RiXH (Horardet al, 2000; Pouwset al, 2001b, 2002).
Physiquement, la protéine GAF a besoin de cofagtpaur interagir avec PRC1 et PRC2.
L'un de ces cofacteurs pourrait étre la protéineRTO qui interagit directement avec GAF
dans le recrutement des complexes PRC1 et PROZa(s@ét al, 2003). Un autre cofacteur
est la protéine Ban qui coimmunoprécipite avec @ARs des extraits nucléaires d’embryons
(Faucheuwet al, 2003). De méme, PSQ, qui est capable de sedileséquence (GA)n, aide
la protéine GAF dans sa fonction de recruteur (Latmet al, 1998). Les protéines GAF,

Ban montrent une majorité de sites de fixation camsnsur les chromosomes polyténiques
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(Faucheuwet al, 2003; Schwendemann et Lehmann, 2002) tandisrapires de 70% des sites
de fixation de PSQ sont communs avec les sites ixatidn de GAF (Théodore,
Communication personnelle). Par exemple, ces fpoié€ines se lient au PRE/TRixd
(Faucheuxet al, 2003; Huanget al, 2002). Lehmann propose un modéle ou GAF, PSQ et
Ban font partie d’'un méme complexe pour recruterdemplexes PcG et TrxG (Lehmann,
2004). De plus, GAF, membre du complexe GAF-FACHirf®jima et al, 2003) a la
possibilité d’interagir avec le complexe NURF (Balderstet al, 2002; Xiaoet al, 2001).
Ces deux complexes ont la capacité de déplacardéssome. Puisqin vivo, les PRE/TRE

ou se fixent GAF et ZESTE sont composés de pestdihes par rapport au reste du génome
(Mito et al, 2007), le rble de GAF et de ses partenairestsdrdaciliter le recrutement des
complexes PcG ou TrxG en déplacant les nucléos{vesmoudiet al, 2003).

La protéine Zeste se lie au motif YGAGYG (BensorPatotta, 1988). Bien que la
protéine Zeste soit exprimée de maniéere ubiquitdaes I'embryon, le geneesteest non
essentiel pour la survie de la drosophile car lesaphiles porteuses d’une mutation nulle
pour ce gene sont viables et fertiles. De plusnaéant ne montre pas de phénotype de type
PcG (Goldberget al, 1989). Pourtant, certains PRE/TRE contiennesttfuence consensus
de fixation de Zeste. Par exemple, Zeste se fixgoraumnoteurUbx quel que soit I'état
d’activation. Les sites de fixation de Zeste softassaires a la répression par les PcG d'un
transgénaJbx (Hur et al, 2002) et permettent de recruter les complex€s &cTrxG. Ainsi
la protéine Zeste interagit avec le complexe PRGaufin et al, 2001) en facilitant
linhibition par PRC1 de l'activité¢ du complexe demodelage de la chromatine BRM
(Mulholland et al, 2003). A contrario, la mutation des sites detion de Zeste sur le
PRE/TREFab-7 n'altere pas le recrutement des PcG (Déjardin atafli, 2004).In vitro,
Zeste interagit avec le complexe BRM via un confdugtsique avec les protéines MOR et
OSA (Kal et al, 2000).In vivo, il est déemontré que Zeste recrute le complexe Bbddr
maintenir I'activation du géne rapporteur sous datdle du PRE/TRHE-ab-7 (Déjardin et
Cavalli, 2004). Le fait queestene soit pas un géne essentiel pour la viabiliggére qu’un
ou plusieurs autres genes peuvent assurer sadondtiest établi que, dans le maintien de
'activation du gendJbx, GAF et Zeste assurent une fonction redondanteef &b Biggin,
1996).

Le genegrainyhead(grh) (connu également NTF-1 ou ELF-1) code un factbir
liaison a 'ADN (Hayashiet al, 1999). Les mutations dans le gl sont |étales mais les
embryons ne montrent pas de dérégulation du gemeédicqueUbx (Bray et Kafatos, 1991).

Pourtant, un certain nombre d’expériences indique GRH participe a la régulation des
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genesHox. Premierement, GRH active la transcription du ptaarUbxin vitro (Dynlachtet
al., 1989). Deuxiemement, Blastyak et ses collaboratent montré que GRH interagjit
vitro physiquement avec la protéine Pho et que cetegaction facilite leur fixation sur le
PRE/TREiab 7. De plus, un mutant perte de fonctigrh augmente le phénotype di a une
mutation dans le gersex combs extraodant la protéine dRING. Les auteurs conclueet qu
GRH permettrait de cibler spécifiquement et pldeafement le complexe PRC1.

En étudiant le PRE/TRE du gerengrailed Americo et ses collaborateurs ont
découvert une séquence nécessaire au bon fonatiembelu PRE/TRE mais aucune protéine
connue ne se liait a cette séquence (Amegical., 2002). En alignant les séquences des PRE
connus, ils ont découvert gu'une séquence conseRRGGYG est présente dans de
nombreux PRE/TRE. Finalement, ils ont identifié gqatte séquence permet la fixation de
protéines appartenant a la famille SP1/KLF (Krigpké Factor). La fonction de cette
famille de protéines est complexe car elles peuseittréprimer soit activer les genes. Chez
la drosophile, dix membres de cette famille sonincs, mais seulement quatre sont bien
caractérisésbuttonheadSp1 huckebeiret cabu). Les mutants de ces géenes ne montrent pas
de phénotypes homéotiques ce qui laisse a pensecaguprotéines ne sont pas impliquées
dans le recrutement des PcG et les TrxG au momesgenes homéotiques. Néanmoins, la
présence du site consensus de fixation dans dereamPBPRE indique que cette famille serait
impliquée dans le recrutement des complexes Pd®&& (Brownet al, 2005). En faveur de
cet argument, lorsque I'on inclut la séquence cosise RRGGYG fixée par les protéines
SP1/KLF dans les algorithmes de prédiction des PRE/ le nombre de PRE/TRE déja
identifié est augmenté (Fiedler et Rehmsmeier, 2006

La protéine Dorsal Switch Protein 1 (DSP1) est iamsgliquée dans le recrutement
des PcG en se fixant sur la séquence GAAAA (Dédjaedlial, 2005). Son role exact sera
développé dans le chapitre qui lui est consacreé.

L’identification des protéines capables de se #elfADN et de leurs séquences a
permis de mieux comprendre ce qui définissait unkE Pigure 15). Une analyse
bioinformatique prenant en compte la séquence &S ¢dnnus avec les sites des protéines
Pho/PHOL, GAF et Zeste a permis d’'identifier 167EP&ans le génome de la drosophile
(Ringroseet al, 2003). Cette analyse a montré que les diffénerasfs Pho/PHOL, GAF et
Zeste sont présents en nombre important dans enggnMais la présence de ces motifs ne
garantit pas la présence d'un PRE/TRE. C’est I'oigition et le nombre de ces motifs qui

vont définir le PRE/TRE (voir chapitre suivant).
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a) Les motifs présents dans les PRE/TRE  b) Organisation des motifs dans les
PRE/TRE Fab-7 et en

| Pho/Phol GCCAT

8 Do GAMA  Fav-7 L I
[] GAF/Psq GAGAG

[] Zeste YGAGYG , ,

i Grh et e [(HERTETTERTTETTEE

Sp1/KLF RRGGYGY

Figure 15 :Les séquences présentes dans les PRE/TRE ou setfige protéines ETHa) et
I'organisation de ces motifs dans les PRE/TRE Fa-du gene engrailed (er))( Extrait de
Ringrose et Paro, (2007).

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

Les techniques dimmunoprécipitation de la chromatipontée ou Chromatin
ImmunoPrecipitation (ChIP) et de DNA adenine mdtiaylsferase identification (DamlID)
couplées avec les puces a ADN (chip), ont permésudier la fixation des protéines PcG et
TrxG sur le génome en identifiant leurs cibles (IFggl6) (Negrest al, 2006; Schwartet al.,
2006; Tolhuiset al, 2006; Schuettengrubet al, 2009).
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Figure 16 :Profils de fixation des protéines DSP1, Pc, Ph etld marque H3K27me3 dans
la région du gene Scr chez Drosophila melanogastektrait des expériences de ChIP on
Chip publié dans Schuettengruber et al., (2009).
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Ces études effectuées sur des cellules ou des ensbdg drosophiles ont montré que
les protéines PcG et TrxG se fixent principalemant niveau des PRE/TRE sur de
nombreuses cibles sur le génome mais qu'elles ne s des régulateurs généraux. Par
exemple, Tholuis et ses collaborateurs ont montielgs protéines Pc, ESC et dRING sont
présentes ensemble sur plus de 150 régions dagéntane des cellules Kc de drosophile
(Tolhuis et al, 2006). L'étude réalisée par Schuettengrubeegtcsllaborateurs montre que
la protéine Pc se fixe sur 2110 sites dans le géndenl'embryon de drosophile ce qui
correspond a plus de 200 génes régulés par cett@n®. (Schuettengrubet al, 2009). La
protéine Pc est la seule protéine se liant a dg$adomaines bien corrélés avec ceux de la
marque H3K27me3 (voir Figure 16). Inversement, Erque H3K4me3 est présente sur de
nombreux sites de fixation de la protéine Trx. Cleedrosophile, les marques H3K4me3 et
H3K27me3 sont presque mutuellement exclusives peisgule 6,5 % des sites sont partagés
par les marques H3K4me3 et H3K27me3 (Schuettengailz, 2009).

L’analyse de la fixation des protéines PcG et Tsug le génome de la drosophile a
permis de mieux comprendre le recrutement des Pd®6& au niveau des PRE/TRE et des
recruteurs. Certains PRE/TRE prédits ne sont pas cbles des PcG et TrxG.
Réciproguement, entre 73 et 94% des sites dedixakes protéines Pc@ vivo n'ont pas été
prédits par I'analyse bioinformatique. Parmi les BRE/TRE prédits étudiés par Tolhuis,
seuls 12 étaient réellement la cible des PcG (Tslaual, 2006). Cela reflete le fait que
'analyse bioinformatique avait été faite avantdicouverte d’autres protéines recrutant les
PcG et TrxG. La prise en compte des séquencestamnsee fixation des protéines DSP1 et
SP1/KLF dans l'analyse bioinformatique augmentedenbre de PRE/TRE prédits et déja
validés expérimentalement (Fiedler et Rehmsmei@d6p De plus, les PRE/TRE peuvent
étre spécifiques a certaines lignées cellulaires. éxemple, lors de la différenciation des
cellules germinales méales en spermatozoides,gasises responsables de cette différenciation
sont des cibles des protéines PcG et TrxG (Gtext, 2005) qui n'avaient pas été détectées
dans les études sur les cellules et les embryodsodephile.

Les profils de fixation des protéines de liaisoh/ADN Pho, PHOL, GAF, DSP1 et
Zeste sur le génome de la drosophile ont été datésnfkKwonget al, 2008; Oktabat al.,
2008; Schuettengrubet al, 2009). Le fait que la protéine Pho soit présesetoutes les
cibles fixées par les protéines PcG Pc et Ph, imdigue la présence de Pho est essentielle
pour la répréssion des géenes par les PcG. En cantdas motifs de fixation dans les régions
ou Pho et Pc sont associées et dans les zonesooesPkeule, Kwong et ses collaborateurs

ont identifié des motifs de fixation particuliergesifiques a Pho dans les régions ou Pho n’est
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pas associée a Pc. Cela suggére que certainenséguke fixation a la protéine Pho sont plus
favorables au recrutement des PcG (Kwehgl, 2008). Une trés large partie des sites de
fixation des protéines Pho et PHOL n’est pas céer@vec la fixation des protéines PcG. Ce
constat est le méme pour les protéines GAF, DSEggste. Ce résultat confirme le fait que ce
n'est pas la présence mais le nombre de motifewt drganisation qui vont définir le
PRE/TRE (Figure 14b) (Ringrose et Paro, 2007). Wrereit, d’autres protéines capables de
se lier a I'ADN et de recruter les protéines PcGmiG pourraient étre découvertes. En effet,
Hauenschild et ses collaborateurs ont étudié lgeesites PRE dans le génome de quatre
espéeces de drosophile®: melanogasterD. simulans D. yakubaet D. pseudoobscurals

ont montré que les séquences les plus conservéeeiauPRE des quatre especes sont
dépourvues de sites de fixation aux protéines RBAF, DSP1l et Zeste. Puisque la
conservation de ces séquences au cours de I'éwmolsemble démontrer leur importance
biologique, ces séquences doivent contenir des digefixation pour des protéines encore
inconnues (Hauenschikt al, 2008). Une autre étude publiée recemment vieptiger cette
idée. De plus Schuettengruber et ses collaborateurslentifié 3 motifs surreprésentés dans
les PRE/TRE auxquels aucune protéine connue nxes¢Schuettengrubest al, 2009). A
'heure actuelle, il n'y a pas de définition claictun PRE/TRE et des motifs qui sont
nécessaires pour les définir ce qui laisse a pensed’autres éléments que la séquence et les
protéines recruteur doivent étre pris en comptanlde ces éléments pourrait étre le fait que
la reconnaissance des PRE se ferait non par urafisip@ de séquence mais par une
spécificité de structure. Au niveau des PRE/TREADN adopterait des structures
particuliéres qui seraient reconnues spécifiquenpantles protéines recruteur des PcG et
TrxG. Afin de valider cette hypothése, il faudisintéresser a la structure des PRE/TRE.

2. Choix entre la répression et I'activation.

Les PRE/TRE sont des séquences d’ADN fonctionnelleses protéines séquences
spécifiques participent au recrutement des praséifes ou TrxG. Quels sont les moyens de
recruter les complexes TrxG plutdét que PcG et ismmrent ? Plusieurs hypotheses sont

avancées concernant le choix de la répression daati@ation.

a) Marque épigénétique et recrutement des PcG et TrxG.

L’'une des possibilités est la mise en place de wvemgpigenétiques spécifiques
permettant de recruter les PcG ou les TrxG susleilnles. Les régions du génome régulées

par les PcG et les TrxG sont associées au rempéatede I'histone H3 par son variant
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I'histone H3.3 (Mitoet al, 2007). La marque H3K27me3 est associée a l@ssjpn due au
PcG tandis que la méthylation H3K4me3 est ass@idwaintien de 'activation par les TrxG
(Schuettengruberet al, 2007). Chez les mammiféres, I'expression des étgytases
spécifiqgues de H3K27me3 UTX et JIMJID3 conduit adldlmn de la répression par les PcG
(Aggeret al, 2007). Les modifications des histones serastgnal du recrutement des PcG
ou bien des TrxG selon le contexte. Cette hypotlessaemise en cause par Kahn et ses
collaborateurs (Kahmet al, 2006). L’expression d’un géne rapporteuhite placé sous le
contr6le du PREbxd est considérablement réduite. En bloquant I'extensle la marque
H3K27me3 par ajout d’'une séquence issue de « latsur » gypsy Su(Hw), la répression
due aux PcG est abolie mais pas la fixation detéimes Pc, E(z) et PSC. Ces expériences
montrent que la méthylation H3K27me3 ne serait negaponsable du recrutement des PcG

mais qu’elle aurait un réle plus direct dans lentian de la répression.

b) Le recrutement des PcG et des TrxG dépend de
I'activité transcriptionnelle.

Un méme élément PRE/TRE est capable de maintenigdaes réprimés ou actives.
Par exemple, le PRE/TREab-7 est capable de maintenir la répression d’un tremesigini-
white par les PcG. Mais il est aussi capable de mamtagtivation du méme transgene par
les TrxG lorsque la transcription dani-whiteest activée lors de I'embryogénése (Cavalli et
Paro, 1998). Ces expériences suggerent que lesTREEont réprimés par défaut. Leur état
activé est dépendant d'une activation précoce de de transcription qu’ils régulent
(Klymenko et Muller, 2004; Sengupét al, 2004). Plusieurs études démontrent que les PcG
et TrxG sont présents constitutivement sur les PRE/quel que soit I'état du géne. Ainsi,
Papp et Muller ont montré par des expériences d® Qhe les protéines des complexes
PRC1, PRC2, PHORC et la protéine Trx étaient ptésesur les PRE du gehkx dans les
disques imaginaux d’ailes (dubx est réprimé) et d’haltéres (ddbx est active) (Papp et
Mduller, 2006). En triant les cellules embryonnaiegrimant le gendéJbx, Petruk et ses
collaborateurs ont démontré que le complexe TAGIpessent quel que soit I'état du gene
Ubx (Petruket al, 2006). La différence observée entre I'état &cav I'état réprimé se ferait
sur la quantité de protéines PcG et TrxG fixéeslesirPRE/TRE. Ainsi Pc et Pho sont
toujours présentes sur les PRE/TRE mais en de falbe quantité lorsque les genes
homéotiques sont activés (Kwomg al, 2008). A contrario, certaines protéines TrxGtson
recrutées spécifiguement lors de l'état activéetdd protéine ASH1 qui est présente

seulement lorsquebx est actif (Papp et Muller, 2006).
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Sur les chromosomes polyténiques de glandes salivale larves de®® stade,
linsertion d’'un transgéene owhite est sous le contréle du PRE/TRid crée un site
ectopique de liaison des protéines PcG et TrxGsdug Trx est fixée sur ce transgene, les
protéines Pc, Ph et E(z) en sont absentes et gwertst ce qui laisse penser que la fixation
des PcG ou des TrxG semble exclusive au moineswhromosomes polyténiques (Pettik
al.,, 2008). Les différences observées entre ces iexgés pourraient étre dues a une
différence technique (ChIP vs Immunolocalisation) de type cellulaire. L'une des
possibilités afin d’expliquer les difféerences olv&&s entre ces expériences proviendrait
d’'une étude récente sur la protéine Trx (Schuettdreg et al, 2009). La protéine Trx
posséde cing isoformes avec une partie C-termioateservée et une partie N-terminale
variable (Sedko\et al, 1994). En outre, la protéine Trx est scindéepatéolyse en deux
parties C-terminale (Trx-C) et N-terminale (Trx-N)a fonction de ces deux parties n’avait
pas été étudiée (Kuzet al, 1994). Les études présentées ici ne tiennentgrapte de ce fait
et présentent la protéine Trx comme une seule etaméntité. Or Schuettengruber et ses
collaborateurs distinguent deux réles différentsirpdrx-C et Trx-N. A l'aide d’anticorps
dirigés spécifiquement contre 'une ou l'autre gasties de la protéine Trx, ils ont étudié les
profils de fixation des protéines Trx-C et Trx-Nr $&t génome d’embryon de drosophile. La
protéine Trx-N n’est pas fixée sur les PRE tandis drx-C est fortement associée sur les
PRE avec les protéines PcG. L'activité de Trx estainement modulée en fonction des
isoformes présentes et de la coupure protéolytigassiblement, des isoformes de la protéine
Trx pourraient étre associées aux PcG tandis qamtrés seraient associées aux TrxG. Un
manque d’expression des isoformes associées audao& un tissu tel que les glandes
salivaires conduirait a observer que la protéinefest pas associée constitutivement sur les
PRE/TRE. Ces nouvelles données devraient amenecansidérer les expériences sur la
protéine Trx.

Une combinaison des protéines ETP capables dersa IADN pourrait recruter les
protéines PcG et TrxG selon I'activité transcriptielle précédemment déterminée. Si le gene
cible du PRE/TRE est réprimé, les protéines ETRutent majoritairement les complexes
PRC1, PRC2 et PHORC en grande quantité grace iesemce d’'une forte concentration de
protéines Pho. Cela permet le recrutement de k&ippSFMBT (qui associée a Pho forme le
complexe PHORC) qui semble étre associée majanitant a la répression (Oktabhal,
2008). De maniére concomitante, les complexes PBRICRRC2 sont recrutés en grande
guantité sur le PRE/TRE tandis que la protéine T rest faiblement recrutée (Petrekal,

2007; Kwonget al, 2008). La présence de la protéine Trx-C peraiétin recrutement des
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TrxG plus efficace en cas de changement de I'&attriptionnel du gene cible. Si le géene
cible est activement transcrit, les protéines E®Rt vecruter majoritairement les complexes
TrxG sur les PRE/TRE. La faible quantité de la @iret Pho et la grande quantité d’autres
protéines ETP (peut étre GAF) recrutent la protéiine-C. La forte concentration de la
protéine Trx-C permet le recrutement des compl@xe& spécifiques de I'activation tels que
la protéine ASH1 ou CBP. Néanmoins, les complex@SPet PRC2 sont recrutés faiblement
(Papp et Miller, 2006). De la méme fagon que pauprotéine Trx-C, la présence des
complexes PRC1 et PRC2 a I'état activé assure ap@cité de réaction pour le cas ou le gene
cible serait réprimé. Dans le cas du choix du tecnent des protéines PcG ou TrxG, je

présente le modele présenté dans la figure 178quinme les données du chapitre.

a Trx-C
! I ? OFF

A Pho
Z D
_@- PL S PSQ GAF
PRE/TRE Site de transcription

b PRC 1 PRC 2
Qo o
_ /
Pho

Z D
GAF

$

PL 'S PSQ

PRE/TRE Site de transcription

Figure 17 : Modéle de recrutement des protéines PcG et TrxG &g PRE/TRE Les
protéines PcG et TrxG sont recrutées sur les PRE/p& les protéines ETP capables de se
lier a ’ADN telle que Pho, PHOL (PL), Zeste (BAF, PSQ, DSP1 (D) et SP1/KLF () (
Lorsque le géne cible du PRE/TRE est réprimé, d&sjuantité de protéine Pho et la
présence de la protéine SFMBT qui déterminent ¢eutement des protéines PcG. Mais la
protéine Trx-C est présente en faible quanti®.Lorsque le géne cible est activé, c'est la
guantité de protéine ETP a sensibilité TrxG (telsSKpqui va recruter en grande quantité de
la protéine Trx-C. Ensuite la protéine Trx-C perniiahcrage de protéine TrxG spécifique
comme ASH1. Néanmoins une petite quantité de crenPRC1 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 dessPRE/TRE des complexes
Antp-C et Bx-C ont été découverts (Tableau 4) (Bretal, 2009; Hekimoglu et Ringrose,
2009). Par exemple, les ARNNnc sont transcrits dessequences régulatrices du complexe
BxC (Sanchez-Herrero et Akam, 1989; Baé al, 2002). Certains de ces ARNnc
interviennent dans le maintien de I'expression giyses homéotiques avec les protéines PcG
et TrxG.

Tableau 4 :Les ARNs non codants exprimés dans les PRE/TRE dmplexe Bithorax
Corrélation avec le gene régulé : la corrélatioraiple indique que I'expression de ’ARNNc
a été identifiée par hybridation in situ. Extrai ¢iekimoglu et Ringrose, (2009).

s Situation s
Nom du Géne . Corrélation avec . e
P relative par | PR Expression Référence
PRE/TRE régulé . le géne régulé
rapport au gene
: . Cellules Kc et Beisel et al.,
iab8 Abd-B En aval co-expression SF4 2007
Fab-7 Abd-B En aval spatiale Embryon 2-6 h Man;clfoe(st al,
spatiale Cerveau des Schmitt et al.,
P Larves 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 Belszeoloe7t al.
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 Petr;(l;otzt al,
spatiale Cerveau des Schmitt et al.,
P Larves 2005
Disque imaginal
bxd TRE 1, . Sanchez-Elsner
2.3 Ubx En amont co-expression de patte T3 et al., 2006

chez la larve

De nombreuses études suggérent que la transcriiddNnc a travers les PRE/TRE
jouerait un réle dans le changement d’'un état mépmers un état activé (Raek al, 2002;
Hogga et Karch, 2002). Dans ces expériences, ua ggporteumini-white est mis sous le
contrble d’'une séquence PRE/TRE et d'un promotesmtdimock. En absence de choc

thermique, le gene rapporteur est réprimé par IE/PRE. Si le gene rapporteur est activé par
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choc thermique au cours de I'embryogénese, le PRE/Maintient cette activation tout au
long de la vie de la drosophile (Cavalli et Pai@99). La transcription est donc essentielle au
maintien de l'activation. Paro et ses collaborateont découvert que le maintien de
I'activation dépend de l'activation de la transtiop dans le PRE/TRE lui-méme. lls ont
détecté la présence d’ARNnNc transcrit a travers R&E/TRE bxd, Mcp (Miscadastral
Pigmentation) et Fab-7dans I'embryon (Rankt al, 2002) et la larve (Schmigt al, 2005).
L’expression de ces ARNNc est corrélée avec I'esgiom des géenes qu'ils régulent. Les
auteurs de ces deux études suggerent que la i@itstde ces ARNnc permet le maintien de
'activation des gene$iOX L’année suivante, Mazo et ses collaborateurs iguibldes
résultats inverses aux précédents ou la transmmiptes ARNNc permet la répression des
genes. lls découvrent que les ARNmal sont exprimés dans les cellules embryonnaires ou
Ubx est réprimé (Petru&t al, 2006). Des résultats similaires pour les ARNaagcrits dans
les PRE/TRHEab et dans le géenabd-Asont obtenus (Petrudt al, 2007). L’expression de ces
ARNnNc, dépendante de protéines Trx et ASH1, saltais le blastoderme syncytial avant les
genes gu'ils régulent. lls proposent un modéletdifiérence transcriptionnelle pour expliquer
les résultats (Figure 18) (voir revue Magtoal, 2007). Dans le modéle présenté, les protéines
TrxG vont faciliter le recrutement de 'ARN polynaé&e sur le PRE/TRE. L’ARN Pol Il va
transcrire la séquence du PRE/TRE et produire Bdl#c. Ce modeéle reste simple car il
élude la question de la répression par les praéhess. On peut imaginer qu’elles répriment
soit le PRE/TRE soit le promoteur selon les besdmsa cellule. Le nombre d’études sur le
sujet étant peu important, cela ne permet pas dairgeune idée précise de la fonction des
ARNnNc. Par exemple, peu de choses ont été décegveur I'effet des ARNnc notamment
avec les PcG. Des expériences de ChIP sur lesimestBcG et TrxG avec détection d’ARN

puis séquencage permettraient d’identifier lesgdetsARNNC se fixent au Pa@ vivo.
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bxd: ARNnc Ubx

méthylation
acétylation

méthylation
aceétylation

Figure 18 : Modele de l'interférence transcriptionnelle par 1esrxG et les ARNnc.Les
protéines TrxG sont recrutées sur les PRE/TRE bsdrele promoteur Ubx suivant I'état du
gene. (a) Lorsque le gene Ubx est préalablememntéades protéines TrxG ASH1 et Trx vont
faciliter la transcription de ce gene grace a destimylations et acétylations déposées sur les
histones. (b) Lorsque le géne Ubx est réprimé,plegéines ASH1 et Trx vont détourner
'ARN polymérase Il (ARN Pol II) du promoteur Ubaup le PRE/TRE bxd. Les TrxG vont
faciliter la transcription du PRE/TRE. Alors, le®RAnNc sont transcrits. Dans ce modele, c’est
la production d’ARNnNc qui est importante, non pas$dnction de ces ARNnc. D’apres Petruk
et al., (2006).

1. Les protéines PcG et TrxG sont capables de se li er a
I’ARN.

In vitro, plusieurs protéines PcG et TrxG ont la capadit&eal lier a 'ARN. Chez la
souris, les protéines Cbx, homologues de la pretBiry possédent un chromodomaine qui se
lie a 'ARN de maniére non spécifique (Bernstetral, 2006). La protéine Pc de drosophile
n'a pas été encore testée pour sa capacité denliaid’ARN. D’autres domaines présents
dans les protéines PcG et TrxG se lient a 'ARN.doenaine protéiqgue SET porté par les
protéines E(z), Trx et ASH1 et responsable deiVdaétde méthylation des histones, se lie
aux ARNSs transcritg vitro ainsi qu’a I’ADN simple brin (Krajewsket al, 2005). Une étude
sur la protéine ASH1 et les ARNnc chez la dros@paimontré que ASHL1 se lie a 3 ARNnNc :
TRE 1, 2 et 3. Ces ARNNc sont transcrits dans ikpuds imaginaux de patte T3 et d’haltere

a partir du PRE/TRBxd qui régule le génblbx. Ces transcrits ont tous des séquences et des
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tailles différentes suggérant que ASH1 reconna$t steuctures particulieres et non pas la
séquence primaire des ARNnc (Sanchez-Elshel, 2006). Des observations similaires ont
été observées chez la souris avec des ARNNnc gbrtdéines E(z) de drosophile et son
homologue souris Ezh2 (Zhaet al, 2008). Ce serait la structure des ARNnNc qui
déterminerait la spécificité de liaison avec lest@ines PcG et TrxG (Hekimoglu et Ringrose,
2009).

2. ARNNc dans le recrutement des PcG et TrxG.

Dans les disques imaginaux de patte T3 de larveprddéine ASH1 participe a
'activation du gendJbx via son recrutement sur le PRE/TREd Sanchez-Elsner et ses
collaborateurs ont montré que le recrutement d’AShilbxd dépend de trois ARNnc TREL,
2 et 3 exprimés spécifiguement dans la larve. @ais ARNNc sont transcrits dans la
séquence dédxd Des expériences de ChIP couplées a des traitenpamt des RNases
démontrent que l'association entre ASH1 et le PIRIEBe fait de maniere ARN dépendante.
De plus, cette interaction dépend spécifiquemestARRNNnc TRE1, 2 et 3 car, en inhibant
I'expression d’ARNNnc TRE par ARN interférence, ezmutement d’ASH1 suoxd est aboli.
Inversement, I'expression ectopique de TRE1, 2 penet spécifiquement le recrutement
d’ASH1 surbxd et l'activation du genéJbx Le recrutement d’ASH1 susxd se fait par
lintermédiaire de la formation d’un complexe ADNRAINc. Ensuite ASH1, en reconnaissant
la structure des ARNnc TRE, va étre recrutée sBRE/TRE.

Dans I'embryon, il a été montré que tout comme ARH1 est fixée subxd quel que
soit I'état d’activation du genegbx (Petruket al, 2007). A l'inverse, ASH1 et Trx ne sont pas
présentes sur le PRE/TRE lorsque le g8be est réprimé chez la larve (Petrekal, 2008).
Cela suggere que le recrutement des TrxG doitiseda maniere différente dans 'embryon
et dans la larve. Les ARNNc transcrits spécifiquainpeurraient étre la clé du mécanisme de
recrutement des TrxG dans la larve. Mais a I'heateielle, une seule étude s’est intéressée
au recrutement des TrxG par les ARNnc chez la ¢t D’autres réles ont été proposeés

pour les ARNnc notamment dans I'activation et laregsion des genes homeéotiques.
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3. RNAI et compartimentation nucléaire des PcG.

La machinerie interférence ARN ou RNAI est un mopenr la cellule de détruire les
ARN double brin. Celle-ci est impliquée dans laetéke contre les virus et les transposons
(van Rij et Berezikov, 2009), la formation de I'é&ichromatine et la répression de la
transcription (Verdekt al, 2009). Un petit ARN complémentaire va venir paper sur
'ARN cible créant un ARN double brin qui va étraspen charge par la machinerie RNAI
pour étre dégradé. Par exemple, la cellule peutleégspécifiguement le nombre d'un
transcrit en exprimant un ARNnc complémentaire edranscrit. Certaines protéines de la
machinerie RNAI pourraient étre impliquées danggulation de I'expression des genes avec
les protéines Polycomb. En étudiant le phénomenBSfe sur un transgene portant le PRE
Fab-7, Bantignies et ses collaborateurs ont observéasseciation dans une méme région
nucléaire entre la régioRab-7 endogéne et le PREab-7 apporté par le transgene ou bien
entre deux mémes transgenes insérés a différedisndu génome (Bantigniest al.,
2003). Des résultats similaires ont été observéx awn transgene portant le PRECp
(Vazquezet al, 2006). Le phénoméne de PSS di au transgene [eab-Zboli par des
mutations dans les genes des composants du RN&itag aucune mutation dans les genes
des composants de la machinerie RNAI ne provoqu@hdmotypes homeéotiques et leur
absence ne perturbe pas le recrutement des p®teo@ sur les chromosomes polyténiques
(Grimaudet al, 2006a). L’hypothése de Grimaud et ses collabaratest que les composants
du RNAI influent sur I'organisation nucléaire deartsgénes et des protéines PcG. Par des
expériences d’hybridation de sonde ADN fluorescentsitu ou Fluorescenin situ DNA
hybridization (FISH), ils montrent que I'apparienh@mologue des chromosomes portant les
transgenegab-7 dont dépend le phénomene de PSS, ne se fait ahsslds mutants RNAI.
L'utilisation des techniques de fluorescence (legpéransgéniques ou la protéine a été
fusionnée avec la Green Fluorescent Protein (GBERhmunolocalisation avec des anticorps
couplés a des marqueurs fluorescents) ont pernmilgailer la distribution sub-nucléaire des
protéines PcG. Lors du développement précoceplzipe Ph fusionnée avec la GFP apparait
diffuse dans le noyau tandis que, plus le dévelmgm arrive a son terme, plus la protéine
Ph-GFP s’accumule dans des points précis du ndyettefet al, 2001). Ainsi, les protéines
PcG apparaissent par ponctuation a l'intérieur dyao dans des territoires appelés « PcG
bodies » (Buchenaat al, 1998; Ficzet al, 2005). Dans les disques imaginaux d’ailes de
larve, les protéines impliquées dans le RNAI telipge la protéine PIWI apparaissent
colocalisées avec la protéine PH. La conclusionGignaud est que l'association des
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protéines PcG dans des compartiments du noyawsgstdépendante de la machinerie RNAI
(Pour revue Mateos-Langerak et Cavalli, 2008). &fmis, ces résultats sont nuancés par les
résultats obtenus par Fedorova. Chez la larve € Sade, I'association entrBab-7
endogene et le transgeRab-7 est observée dans un petit nombre de cellules glog dans

la majorité des cellules ils restent non assofésce fait, le PSS semble largement dépendre
du type cellulaire. De plus, cette étude tend aetém en cause l'existence de PcG bodies
(Fedorovaet al, 2008). Au vu de I'ensemble de ces résultatsédgonalisation des PcG au
sein du noyau semble étre complexe et dépendartigdicellulaire. L’effet du RNAI sur la
compartimentation n'a pas été analysée par Fedabgas collaborateurs. Des expériences
complémentaires sont nécessaires pour savoir gide adle des protéines RNAI dans le
maintien de la répression par les PcG.

H. Glycosylation des PcG et TrxG.

Récemment, des études ont mis en lumiére l'impoetasiune modification post-
traductionnelle dans la fonction des PcG et Trxla :glycosylation beta-O-linked N-
acétylglucosamine (O-GIcNAc) (Gambettd al, 2009; Sinclairet al, 2009). L'enzyme
responsable de cette modification sur les sérinkes ¢hréonines des protéines est la O-linked
N-acétylglucosamine transférase (OGT). Chez laggoide, la protéine OGT est codée par le
genesuper sex combsxqg. Les drosophiles portant des alléles perte detimm du génesxc
présentent des phénotypes homéotiques caractaeistides mutantBcG. L'analyse de la
fixation des protéines modifiees O-GIcNAc grace es danticorps dirigés contre cette
modification sur les chromosomes polyténiques etlsugénome de cellules des disques
imaginaux de larves montrent que les protéineseptés sur les cibles des PcG portent la
modification O-GIcNAc. Ph semble étre la seule @ireed de type PcG cible de I'enzyme
OGT. Premierement, I'absence d’'OGT perturbe latixade la protéine Ph mais pas des
protéines E(z) et Pho. Deuxiemement, Ph est laa ggoktéine parmi les protéines PcG testées
qui soit glycosilée O-GIcNAc. En conclusion, la gbgylation O-GIcNAc de Ph est
importante pour sa fonction de répression maiesta a déterminer si Ph est le substrat

majeur d’OGT et comment la O-GIcNAc de Ph contribwa fonction.
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. Mode d’action des PcG et TrxG.

Une fois recrutées sur leurs cibles, comment lesépres PcG et TrxG maintiennent-elles

I'expression des genes ?

1. Mode d’action des PcG.

Le modele proposé pour le maintien de la répregsares PcG est résumé dans la
figure 19. Les protéines capables de se lier a NARlles que GAF et Pho recrutent les
complexes PRC1, PRC2 et PhoRC présents en graradgitqusur leurs PRE/TRE cibles.
Composé des protéines PHO et SFMBT, le réle du mpPhoRC n’est pas trés clair.
Klymenko et ses collaborateurs suggérent que Phe®RCecruté sur les PRE pour Vvérifier
'environnement nucléosomal autour du PRE. Ens#t®yRC recrute les protéines Histones
Méthyl Transférase telles que celles contenues lgaosmplexe PRC2 pour que les histones
H3 deviennent tri-méthylées (Klymenlai al, 2006). Le r6le du complexe PRC2 est de
configurer localement les histones autour du PRE/HRn que le complexe PRC1 puisse
agir. Les histones déacétylases RPD3 et SIR2 amtléa® groupements acétyles des histones
gui sont associés a une transcription active €T, 2003; Furuyamat al, 2004) tandis que
la protéine E(z) dépose les marques H3K9me3 et HBKEB. La marque H3K27me3 est
spécifiguement reconnue par le chromodomaine degrdééine Pc, membre du complexe
PRCL1 (Fischleet al, 2003). Lorsque les PRE/TRE sont localisés a géu$0 kb du gene qu'il
régule, de larges domaines de H3K27me3 et de pestdPc pourraient étre établis par la
formation d’'une boucle dans la chromatine, ce quimettrait au complexe PRC2 de déposer
des groupements tri-méthyle sur les histones H8uawtes génes et des promoteurs (Negjre
al., 2006). Par exemple, le PREontabdominal 7(Fab-7) régule le génébd-B alors qu'il
est a 35 kb en formant une boucle dans la chromdtéardet al, 2006). Le modele
d’action présenté ici doit étre nuancé. Environ 188$ sites de fixation de la protéine Pc ne
sont pas corrélés avec les H3K9me3 et K3K27me3gfBse et al, 2004). Ce résultat

suggere I'implication d’autres acteurs maintenarnepression.
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Figure 19: Modéle simplifié d’action des protéines Pc@) Les protéines telles que PHO,
GAF et d’autres protéines capables de liaison &M (symbolisées par ?) vont reconnaitre
et se lier au PRE (en rouge) qui est pauvre endusdmes (désignés par un rond grib). (
Ces protéines vont recruter les complexes PRC1,2P&@hoRC sur le PRE. La protéine
E(2), issue du complexe PRC2, dépose un groupériaardthyle sur la lysine 27 des histones
H3 adjacents au PRE (H3K27me3 symbolisé par un ronde au dessus du nucléosome).
(c) La marque H3K27me3 est reconnue par la protéinelLRextension de la méthylation des
histones H3 se fait grace a une boucle dans larolatoe. Cette configuration va permettre
d’'imposer la répression par le complexe PRC1 suyéee cible. Par des interactions avec les
TAF, les protéines PcG peuvent bloguer 'ARN Polsur le site d’initiation de la
transcription et empécher la transcription. Extrdé Schwartz et Pirrotta, (2007).

Le complexe PRC1 va alors condenser la chromatmeblequant l'acces aux
complexes de remodelage de la chromatine. Il an@atré que,in vitro, PRC1 inhibe
l'activité du complexe de remodelage de la chroneathumain SWI/SNF homologue du
complexe BRM de drosophile. Le blocage du comp@Wd/SNF serait di a une diminution
de l'accessibilité & 'ADN (Franci®t al, 2001). Des images obtenues par microscopie
électronique montrent que le complexe PRCL1 indwitro la condensation de la chromatine
(Figure 20) (Francist al., 2004).

54



PCC

oso\

\
WY
b P

.
’,

Figure 20: Le complexe PRC1 altere la
structure de la chromatine. Image en
microscopie électronigue de la fibre
chromatienne A) chromatine seule. B)
Compactage de la chromatine en présence
du complexe coeur PRC1 (PCC). Extrait de
Francis et al., (2004).
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Ainsi I'effet de PRC1 serait de rendre inaccesdiBlBN aux facteurs de transcription
et a 'ARN polymérase Il. Mais cette idée est midemal par plusieurs résultats.
Premiérement, des études de digestion de '’ADNdesrenzymes de restriction ont montré
qgue 'ADN compacté par le complexe PRC1 était tatgoaccessible (Francet al, 2001).
Deuxiemement, la durée de vie du complexe PRCIlasghromatine est trop bréve pour
bloguer durablement I'acces a la chromatine (eical, 2005). L'inhibition due a PRC1 se
ferait non pas en compactant la chromatine maistgbant I'initiation ou I'élongation de la
transcription. Ainsi, des facteurs de transcriptggmérale et 'ARN polymérase Il ont été
retrouvés sur des sites ou sont présentes lesmestBcG (Breilinget al, 2001; Dellinoet
al., 2004). Le fait de retrouver les facteurs de dcaiption générale TAF associés

physiquement avec le complexe PRC1 corrobore wkite(Sauriret al, 2001).
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2. Maintien de I'activation par les TrxG.

L’action des complexes TrxG est de maintenir leookatine dans une configuration
facilitant la transcription des genes. Plusieuts/aés liées au TrxG permettent de maintenir
un état d’activation. L'état d’activation mis enapé par les TrxG s’accompagne de
'acétylation des histones qui est associée auomégde I'euchromatine ou la transcription
est active (Jenuwein et Allis, 2001). L’'activitésdelAT ménerait a une ouverture de la
chromatine en déstabilisant I'interaction histoA&N car I'acétylation des histones réduit
leurs charges positives nettes ce qui diminue teefale I'interaction avec '’ADN qui est
chargé négativement. Ainsi 'ADN serait plus acdassaux facteurs impliqués dans la
transcription (Nightingaleet al, 1998; Rothet al, 2001). Par exemple, I'acétylation des
histones due au complexe TAC1 facilite I'élongatimms de la transcription des genes
heatshoclapres un choc thermique (Sméhal, 2004). La méthylation des histones est aussi
une marque épigénétique associée a une activaitantdanscription (Schneidet al, 2004).
L’apposition de ces marques épigénétiques, aussi bacétylation que la méthylation,
permet le recrutement de plusieurs complexes dedelage de la chromatine. Ainsi, les
protéines BRM et Moira, du complexe de remodelagelad chromatine BRM, vont étre
recrutées sur leurs cibles via une interaction deschistones méthylées H3K4 et H3K9
(Beiselet al, 2002). Le complexe TAC1 peut aussi recruterctimment le complexe BRM
via l'interaction entre Trx et la protéine Snrl (Madaet al, 2003). La marque H3K9me3,
qui est spécifiqguement reconnue par le domaine FRldDa protéine Nurf-301, permet le
recrutement du complexe NURF (et al, 2006; Wysockeaet al, 2006). GAF recrute le
complexe de remodelage de la chromatine FACT sucildes des TrxG (Shimojimet al.,
2003). Le rble de ces complexes de remodelage dehdamatine est de faciliter le
recrutement de la machinerie transcriptionnellelssigénes cibles des TrxG en déstabilisant
les interactions entre 'ADN et les histones. Pearaple, GAF régule le positionnement des
nucléosomes sur les promoteurs des gémedshockafin que les facteurs généraux de la
transcription aient acces a I’ADN (lat al, 1993; Leibovitchet al, 2002).

En plus de faciliter I'accession de la machiner@nscriptionnelle & I'ADN, les
protéines TrxG interagissent directement avec -@elldPar exemple, le complexe BRM
interagit avec 'ARN Polymérase Il (ARN Pol II) (Astronget al, 2002) alors que la
protéine Kismet joue un réle dans I'élongation ddranscription. Ainsi l'activité de 'ARN
Pol Il lors de I'élongation est réduite lorsqueptatéine Kismet n'assure plus sa fonction. Le
réle de Kismet serait de recruter des facteursnail@®RN POL Il a ne pas faire de pause lors
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de I'élongation (Srinivasagt al, 2008). La protéine GAF interagit avec la prodeiPAF3
(TBP-associated factor 3) qui est membre du conepigdnéral de transcription TFIID pour
activer le gendJbx en facilitant le recrutement de TFIID sur les ethdes TrxG (Chopret
al., 2008).

Plusieurs études sur les protéines TrxG laisseamgrague leur role premier serait de
contrer l'action des PcG plutét que d’activer lanscription. Premierement, la méthylation
des histones due a la protéine ASH1 prévient latiim des PcG sur les cibles des TrxG
(Klymenko et Mdller, 2004). Deuxiemement, une motatperte de fonction dans le gene
kismetaugmente le niveau de méthylation H3K27me3 assida répression par les PcG.
Possédant un chromodomaine, I'un des réles de dééipe Kismet serait de prévenir
I'extension des méthylations due au PcG (Srinivastaal, 2008).Troisiemement, la protéine
Lid (Little imaginal disc) interagit avec I'histordeacétylase RPD3 pour inhiber sa fonction
(Leeet al,, 2009).

J. Mémoire cellulaire au cours des divisons.

L’'une des questions essentielles dans la régulatohexpression des genes par les
protéines PcG et TrxG est : comment les profilxpfession maintenus par les PcG et TrxG
parviennent-ils a étre transmis au cours des digistellulaires ? Lorsque I'on enléve le
produit des gene®cG dans des clones de cellules somatiques de disqmaggnaux, la
répression des genes homéotiques est abolie nteesdégépression n’est pas identique pour
toutes les protéines PcG. Lorsque la protéine RisICcémplexe PRC1) est enlevée, la dé-
répression des genébkox est rapide intervenant au cours du premier cyelkilaire tandis
gue la suppression de la protéine E(z) (complex€BRnéne a une dérépression plus lente
puisque les géenebllox continuent a étre réprimés pendant deux cycldslaieés. Si on
restaure la quantité de protéines PSC apres 4&$idas génellox, qui étaient jusqu’alors
déréprimeés, vont étre re-réprimeés. Les protéings R&ivellement exprimées reconnaitraient
des marques épigénétiques qui sont restés méme plpsdeurs divisons et rétabliraient la
répression des genetox (Beuchleet al, 2001). Ces expériences suggerent gu’'une mémoire
de I'état d’expression des génes subsiste mémes dgpreuppression de certaines protéines
PcG. Par contre, les PRE/TRE sont indispensablesa@tien de la répression par les PcG au
cours des divisions. Si on supprime un PRE/TRE¢paession due au PcG est abolie durant

le cycle cellulaire (Senguptt al, 2004).
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1. Lors de la réplication.

La réplication de I'ADN consiste a dupliquer I'ADNar une enzyme spécifique,
'ADN polymérase. La quantité d’ADN étant doubléefaut assurer un état épigénétique
identigue aux deux chromatides synthétisées afinlegiprofils d’expression des genes soient
identiques dans les deux cellules filles aprésitaga. Cette étape nécessitant I'ouverture de
la chromatine, comment la fixation des protéine& et TrxG survit-elle a la réplication de
I’ADN ? Plusieurs expériences récentes ont permisgbux comprendre ce phénomeéne (pour
revue Ng et Gurdon, 2008; Francis, 2009). Premiergnes protéines PcG restent liées a la
chromatine durant la réplication (Franeisal, 2009). En effetin vitro, le complexe PRC1
n’est pas dissocié de la chromatine pendant lacedmn mais il y reste associé puisque I'on
retrouve PRC1 encore lié aux produits de la réfitina Par contre, si on incorpore le
complexe PRC1 pendant la réplication, il ne se das aux produits de réplication.
Deuxiemement, I'apposition de la marque H3K27me3ssentielle au renouvellement de la
fixation des PcG apres la réplication. Le role dunplexe PRC2 est de déposer sur les
histones nouvellement ajoutées la marque H3K27mHaBgenret al, 2008). Ces données ont
conduit N. Francis a proposer le modéle suivargyié 21). Durant la réplication de I'’ADN,
les complexes PRC1 qui restent lies a la chromaeeistribuent équitablement entre les
deux brins de chromatine synthétisés. Dans le ntémes, les complexes PRC2 méthylent
les histones H3 nouvellement incorporées dansriantdtine. Ensuite, la marque H3K27me3
facilite le recrutement des nouveaux complexes PRE1es deux chromatides sceurs. Ainsi,

le profil de fixation des protéines PcG est idemtig@ntre les deux brins de chromatine
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PRC1 reste accroché lors de
la réplication. Le complexe
PRC2 méthyle les nouvelles
histones H3 sur leurs lysines
27.

Recrutement des nouveaux
complexes PRC1

. DNA replication machinery

’ PRC2 & Newly added
histocnes

...! OPRCT 1o

@ methylation
” New PRC1

Figure 21: Modeéle de recrutement des PcG lors de la réplicatide 'ADN. Extrait de
Francis, (2009).

Ce mécanisme de renouvellement des marques épmgéspourrait étre couplé avec
le renouvellement des variants d’histones spéacaux cibles des PcG et TrxG. On sait que
le variant de I'histone H3 appelé H3.3 est retroasgocié aux régions cibles des PcG et TrxG
(Mito et al, 2007). De plus, les variants d’histones portamssi des modifications post-
traductionnelles (McKittricket al, 2004). Ng et Gurdon propose un modéle pour le
renouvellement des variants d’histones couplé deeqrotéines TrxG (Figure 22) (Ng et
Gurdon, 2008). Dans le cas dun gene actif régudd [@s TrxG, I'environnement
chromatinien des genes serait composé de nuclésscomtenant des H3.3 modifiées post
traductionnellement par les TrxG. Lors de la rélan, il y aurait une distribution aléatoire
des histones H3.3 marquées et des nouvelles histdBeseraient incorporées. Apres la
réplication, les histones H3.3 marquées recrutantles gene cible les protéines TrxG qui

« scannent » I'environnement chromatinien et peenétle remplacement par la protéine
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chaperonne HIRA des histones H3 en histones H3.8au immédiatement marquées par les

TrxG. Ainsi les profils de variants d’histones etméthylation de ces histones sont identiques
entre les deux chromatides sceurs.

Active gene locus on
mother chromatin

Chromatin replication
during mitosis

One of the newly synthesized
daughter chromatins

H3.3/H4 dimer .

B A~ Unstable chromatin 4]  Chromatin remodelling
AN configuration complex

D H3.1/H4 dimer
——  Stable chromatin @ Histone chaperon HIRA

configuration
P Methylated K4 m

Figure 22:Modele de mémoire cellulaire les TrxG par Ng et Gon, (2008).
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2. Lors de la mitose.

Apres la réplication, la cellule enclenche la diviscellulaire. Les protéines PcG tels
gue Pc, PSC, PH et RING ne sont pas associéesramatome mitotique ; néanmoins la
protéine PH reste accrochée en faible quantithheanmosome en métaphase (Bucheetaal
1998; Miyagishimeet al, 2003). Ces protéines doivent étre importantes pétablissement
de la répression apres la mitose mais semblenffisetes. L’hypothese avancée est que la
mémoire cellulaire est assurée par les marquegitigues des histones déposées par les
PcG et les TrxG telles que l'acétylation et la rgkttion qui survivent a la mitose. Par
exemple, les histones acétylées ont été trouvéesiass de maniére stable aux chromosomes
en mitose (Cavalli et Paro, 1998, 1999). Ces margeemettraient le recrutement rapide des
PcG et TrxG apres la mitose conservant ainsi I'égigénétique du géne. Une autre
hypothése est que les protéines ETP capableslas ad’ADN telles que PHO/PHOL, GAF
ou Zeste, restent accrochées aux chromosomes esengit permettent le recrutement rapide
des complexes PcG. Pour ce faire des expérientdsises a celles effectuées pour Pc et Ph

devraient étre entreprises pour les protéines ETP.

K. Les génes cibles des protéines PcG et TrxG.

Les premieres expériences d’'imunolocalisation nemtque les protéines PcG et
TrxG se fixent sur plus de 100 bandes discretedesuchromosomes de glandes salivaires
(Rastelliet al, 1993; Chinwallaet al, 1995; Tripoulat al, 1996; Sinclaiet al, 1998). Ces
résultats indiquent que les PcG et TrxG ne sontdpagégulateurs généraux du génome. Les
approches d'immunoprécipitation de la chromatinepbées avec des puces a ADN ont
permis de savoir quels étaient les types de géhkes aes protéines PcG (Figure 23) (Negre
et al, 2006; Tolhuiset al, 2006; Schuettengrubet al, 2007, 2009). La protéine PH régule
243 genes sur le génome de I'embryon de drosof§itthuettengrubeet al, 2009).
Beaucoup de ces genes cibles sont des facteursradscription impliqués dans le
développement embryonnaire. Ainsi, Schuettengrabses collaborateurs ont listé les genes
régulés par les PcG et impliqués dans la miseareples axes dans I'embryon. Par exemple,
les géne de polarité de segmemigrailed et hedgehogavaient déja été identifiés comme
cibles des PcG et TrxG (Kassis, 1994; Randsttodtl, 2000; Maurange et Paro, 2002). Les
PcG contrdlent leur propre expression : un PRE/TiRPpar la protéine PH a été identifié a
proximité du gen@h-proximal(Bloyer et al,, 2003). PH a été identifiée aussi comme régulant
les génes impliqués dans I'ovogénése (Narbatrad, 2004). La plupart des génes régulant
le développement de I'ceil sont des cibles des BgBuettengrubest al., 2007), confirmant
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les études déja menées ou les PcG et les TrxGeréidas geneBomothoraxeyes abserdt
dachshundRingroseet al, 2003; Janodgt al, 2004). Un autre exemple avec la protéine Pc
qui a été identifiée comme un régulateur des gepésifigues de la spermatogénése (Gkten
al., 2005). Récemment, les genes impliqués dansdies e signalisations JAK/STAT et
NOTCH impliguées dans le développement embryonmaiteité identifiés comme des cibles
des protéines PcG (Classenal, 2009; Martinezt al, 2009). Les cibles des PcG et TrxG
semblent étre majoritairement des génes impliqaés de développement de la drosophile

bien que d’autres réles ont été décrits tels queidrdle du cycle cellulaire (Martines al,

2006).
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Figure 23 :Les génes cibles des protéines Esc, Pc et Sce ldansellules Kc de drosophile
(a) Gene Ontology (GO) des cibles des protéines. RbjsNombre de génes 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 genedcG et trxG ont été conservés au cours de I'évolution (TabEa(Pour
revue Kohler et Villar, 2008; Schuettengruler al, 2007; Whitcombet al, 2007). Les
protéines E(z) et ESC, apparaissent comme les nc@uservees. Par exemple, seuls ces deux
genes possedent des homologues ¢hefegangHoldemanet al, 1998; Korfet al, 1998).
Ces protéines ont aussi leurs homologues chezdaesmiferes avec les protéines Enhancer of
zeste homolog 1 et 2 (EZH) et la protéine EmbryoBxtoderm Development (EED)
(Kuzmichevet al, 2005). Chez la plant&rabidopsis thalianales homologues de la protéine
E(z), CURLY LEAF (CLF) et MEDEA (MEA) régulent leé¥eloppement embryonnaire
(Pien et Grossniklaus, 2007). Les complexes saleagent conservés. Chez les mammiferes,
trois complexes similaires a PRC2 ont été purifiéscontiennent différentes isoformes de la
protéine EED, I'homologue de la protéine ESC (Kuzmvet al, 2004, 2005). Par contre,
les genes composant le complexe PRC2 sont abséeis les levuresSaccharomyces
cerevisiaeet Schizeaccharomyces pomi&chuettengrubest al, 2007). Les composants du
complexe PRCL1 sont aussi conservés. Par exempld BECurifié chez les mammiferes a
partir de cellules HelLa (Levinet al, 2002). Le coeur du complexe, similaire a celoué
chez la drosophile, contient les protéines CBX&,6, HPH1, 2 et 3, RING1A et RING1B,
BMI1 et MEL18 correspondant respectivement aux nets PC, PH, dRING et PSC. Par
contre, le complexe PRCL1 est absent chez les glaatde gene Pc n’a pas d’homologue dans
le génome dArabidopsis thaliangWhitcombet al, 2007). Bien que les génes homologues
de Pho et sfmbt soient présents chez les mammiféres et régulengémes homéotiques
(Atchisonet al, 2003; Wuet al, 2007), le complexe PHORC n’a pas été retrouvih(@ et
Villar, 2008). La plupart des genéxG présents chez la drosophile ont leurs homologues
chez les champignons, les plantes et les animathug®engrubeet al, 2007). Le complexe
de remodelage de la chromatine BRM chez la drosogst 'homologue du complexe
SWI2/SNF2 initialement identifié chez la levureégtalement présent chez les mammiféres
(Mohrmann et Verrijzer, 2005). Le getr& est ’'homologue du genmaixed lineage leukemia
(MII) présent chez les mammiféres, mais les membresrdplexe TAC1, isolés a partir de la
protéine Trx, sont différents de ceux purifiés &ipae la protéine MLL (Schuettengrubetr
al., 2007). Arabidopsis Trithorax1(ATXJ), I'homologue detrx, est impliqué dans la

régulation des genes homeéotiques (Pien et Grossisik2007).
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Tableau 5 :Les protéines PcG et TrxG chez la drosophile etreehomologues chez les

mammiferes

Nom

Abréviation

Homologue mammifére

Les protéines PcG et leurs homologues mammiféeres

Polycomb PC Cbx2, Cbx4,Cbx6, Cbhx7,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 HSPAS8
Enhancers of Zeste E(2) EZH1, EZH2
Extra Sex Combs ESC EED
ESC-Like ESCL EED
Polycomb-like PCL MTF2, PHF19
Supressor of zeste 12 SuU(2)12 SuUz12
RPD3 HDAC1
Pleihomeotic PHO YY1, YY2
Pleiohomeotic like PHOL YY1, YY2
Scm-related gene containing dSEMBT L3MBTL2

four mbt domains

Les protéines TrxG et leurs homologues mammiféres

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 speC|f_|c recognition SSRP1 SSRP1
protein 1
Absent, sm_all, or homeotic ASH1 ASH1L
discs 1
Absent, small, or homeotic ASH?2 ASH2L

discs 2
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2. Les PRE/TRE chez les vertébreés.

Jusqu'a cette année, aucun PRE/TRE n’avait étéfidetans d’autres organismes que
les drosophilidae. L’identification des PRE/TRE zhes mammiféres semblait étre difficile
car peu des protéines capables de se lier a I’ADNceutant les complexes PcG et TrxG chez
la drosophile ont été conservées chez les mammifédtar exemple les protéines GAF,
Pipsqueak et Zeste n'ont pas d’homologue. Seulpréééine de drosophile Pho a pour
homologue les protéines YIN-YANG-1 et 2 (YY1). YVibteragit avec les complexes
mammiféres similaires a PRC1 et PRC2 (Gaetial, 1999; Satijnet al, 2001) afin de les
recruter sur leurs cibles (Wilkinsat al, 2006). Le systeme de recrutement des complexes
PcG et TrxG par un ensemble de protéines ETP r'gwas €té conservé et semblait
spécifique a la drosophile. Chez les mammiféresedeutement se ferait par des mécanismes
différents (Schwartz et Pirrotta, 2007). Récemm&img et ses collaborateurs ont identifié
une sequence PRE chez la souris. Le PRE mammiréssu d’'une séquence appelée
Kreisler (Kr) permettant I'expression régionalisée de genesedenentation. L’inversion de
cette séquence dans le chromosome provoque unearsauexpression des genes qu'il
contrble. Le PREKr a été défini fonctionnellement par des expérieneegsansgénése chez la
drosophile puis chez la souris (Simg al, 2009). Tout comme pour les PRE chez la
drosophile, le PRE/TREr permet le recrutement des protéines Bmil et SUiRologues
a PSC et Su(z)12 chez la souris lorsque le geneépsmé. Ce travail démontre que le
mécanisme de recrutement des PcG et TrxG est sendlaez la drosophile et chez la souris.
Le fait de définir un PRE de mammifére chez la dpbsle montre qu’il y a une conservation
du mécanisme d’action des PcG et TrxG entre laogtue et les mammiféres. Cette
conservation fonctionnelle avait déja été obseméec les protéines homologues. Par des
expériences de sauvetage, une protéine homologuigide mammifére peut compenser une
mutation de son géne correspondant chez la drdsoftar exemple M33 (cbx 2) de souris
peut sauver le phénotype mutant perte de fon®mchez la drosophile (Mullest al, 1995).
Toutefois cette conservation fonctionnelle a destés. Bien que I'expression du transgéne
contrélé paKr soit perturbée en contexte mutant pour les gBo€set le gendrl (GAF), il
n'y aucun effet des mutants du complexe BRM suxpitession du transgene, pourtant le
complexe BRM a son homologue chez la souris (Tanekah, 1992).

Bien qu'identifiant un PRE chez la souris, ce trhvee répond pas a certaines
guestions essentielles du recrutement des PcG x& Thez la souris. L’analyse de la
séquence du PREr montre de nombreux sites de fixation pour la pneté’Y1/Pho et la
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protéine GAF Trl). Chez la drosophile, les mutations perte de fongbho et trl affectent

I'expression du transgéne contrbélée [ar Mais les auteurs ne se sont pas intéressédet |'ef
d'YY1 sur le recrutement des PcG sur les PRE etediiets des séquences de fixation de GAF
chez la souris. L’analyse de I'effet des séquedceBRE sur le recrutement des PcG et TrxG
permettra certainement de mieux comprendre le tement des PcG et TrxG chez les

mammiféeres.

ll. Les rdles biologiques de la protéine DSP1.

L’équipe dans laquelle jai effectué ma theése sliesse au rble biologique de la
protéine Dorsal Switch Protein 1 (DSP1) clepsophila melanogasteDSP1 appartient a la
famille des protéines High Mobility Group B (HMGB).

A. Présentation de la protéine DSP1.

1. La structure primaire de DSP1.

Le genedspl porté par le chromosome X a la position 14B1441%Bcode une
protéine de 386 acides aminés et d’'une masse ntaikecde 44 kDa (Canaplet al, 1997).

La structure primaire, présentée dans la figurep2df étre divisée en deux.

1 6 40 122 154 171 246 258 336 370 386

Nter Q Q HMGA HMGB Ac | cier

Figure 24: Schéma de la structure primaire la protéine DSRQ : Correspond aux régions
riches en résidus glutamine. HMG A et B : BoiteghHVlobility Group. Ac : correspond a la
région riche en acides aminés acides.

A l'extrémité N-terminale, la protéine DSP1 possédeix régions d'une trentaine d’acides
aminés riches en glutamine. Retrouvée spécifiquentaz les diptéres, le rble de cette partie
dans la fonction de la protéine DSP1 n’est pas eq@®ssa et Bianchi, 2007). La seconde
partie est composée de deux boites HMG désignége& paB et d’'une queue acide. Cette
seconde moitié présente une forte homologie aweprieéines HMGB 1 et 2 de mammifere
(Lehminget al, 1994). Les boites HMG A et B de DSP1 possedespeactivement 70% et

40% d’identité avec les domaines correspondanta geotéine HMGB1 humaine. La queue
acide de la protéine DSP1 est plus courte queolizipe HMGBL1. Le role des boites HMG A
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et B a été éetudié au sein de I'équipe. Celles-ot sesponsables de la liaison a 'ADN et
participent également aux interactions entre DSPskeg partenaires protéiques (Decowte
al., 2000; Daulnyet al, 2003; Salvaingt al, 2006)..

2. La famille des protéines HMGB.

Les protéines classées dans la famille des prat¢ifdGB ont toutes un ou plusieurs
motifs spécifiques appelés boites HMG (HMG Box)UPrevue Thomas et Travers, 2001;
Stroset al, 2007). La famille HMGB, classée selon le nomibeeboites HMG et la spécificité
de séquence, est subdivisée en deux classes EBatllial, 1999). La premiére classe
comprend les protéines reconnaissant I'ADN sansifigig@ de séquence et possédant au
moins deux boites HMG et une queue acide C-termir@hez les mammiféres, ce groupe
comprend les protéines HMGB1 a 3 qui possédent dmites HMG et une partie C-
Terminale riche en résidus acides. Chez la drosmpBb protéines a boites HMG sont
répertoriées (Tableau 6) dont la protéine DSPlegqui’homologue de la protéine HMGB1 de
mammifére (Canaplest al, 1997). Les protéines HMGD et HMGZ exprimées clez
drosophile sont assimilées a cette famille bienelips n’'aient qu’'une seule boite HMG
(Ragabet al, 2006). Les facteurs de transcription UpstreandBig Factor (UBF) (Jantzest
al., 1990) et le facteur de transcription mitochoaldfiranscription Factor A Mitochondrial
(TFAM) (Kang et al, 2007) contenant respectivement 6 et 2 boites HM@ également
partie de ce groupe.
La seconde classe rassemble des protéines n'agantgpplupart qu’une seule boite HMG et
se liant de maniére spécifigue a 'ADN. Ce sont dEgulateurs transcriptionnels exprimés
dans certains tissus. Par exemple, le facteur 8exrdining Region Y (SRY), déterminant le
sexe male chez les mammiferes (Sincidilal, 1990), fait partie d’'un groupe de protéines
HMG, la famille des SOX jouant un réle important@urs du développement embryonnaire
(Kiefer, 2007). On peut citer les facteurs de tcaipsion spécifique T Cell Factor 1 (TCF) et
Lymphocyte Enhancer Factor-1 (LEF1) impliqués déms/oie de signalisation Wnt/Wg
(Hurlstone et Clevers, 2002). La protéine Pangdlomologue de TCF1 chez la drosophile,
est également impliquée dans la voie Wg (Waltz&ienz, 1999).
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Tableau 6 Les protéines a boites HMG chez Drosophila melanstga

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 | subunit
18 Sox box protein 14
19 Sox box protein 15
20 Sox2la
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 esigu@ldans la liaison avec
'ADN. La structure tridimensionnelle des boites BMde la protéine de mammiféres
HMGB1 a été résolue par RMN (Figure 23). Il estacagrisé par une structure tertiaire en
forme de L impliquant 75 % des acides aminés duailoen Les 3 hélices et la région N-
terminale se replient en deux bras formant un adgl80° entre eux (Weat al, 1993; Read
et al, 1993; Hardmaret al, 1995). La structure des boites HMG d’autres gines a éte
obtenue (LEF-1 (Lovet al, 1995), SRY (Murpht al, 2001), NHP6A (Masset al., 2002)
et HMGD (Murphyet al, 1999)) montrant une conservation structuraleddoaine HMG.
Les structures des boites HMG A et B de la protéiGB1 complexée avec 'ADN

montrent qu’elles interagissent avec le petit sillie@ I’ADN (Figure 23).
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Figure 23: Structure de la boite HMG de la protéine HMG-D ded3ophila melanogaster
en complexe avec un ADN double brigxtrait de Thomas et Travers, (2001).

La face concave du domaine HMG interagit avec |8t gdlon de I'’ADN. Les résidus
d’acides aminés hydrophobes se positionnent atigtr du sillon et une série de résidus
basiques interagit avec le squelette phosphodieSttains acides aminés hydrophobes de
cette face concave s’intercalent partiellementesntes bases provoquant I'élargissement du
petit sillon avec pour conséquence de dérouleplbid hélice et d’augmenter la courbure de
'’ADN vers le grand sillon (Murphyet al, 1999). La structure d’'une protéine chimérique
composée de deux boites HMG (la boite A de la pretdMGB1 a été remplacée par la boite
de la protéine SRY) montre que les acides amingarfale lien entre les deux boites HMG
s’intercalent dans le petit sillon de 'ADN (Statt al., 2006). La structure 3D de la proté€ine

HMGBL1 entiére 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 relobera différents stades du

développement de la drosophile (Figure 25).

Ovogénése

Embryogénése

Stade larvaire

536
R 2
.*. ™ ’
R

f

%

Figure 25 Expression du géne dspl chez Drosophila melanagaga) Distribution de la
protéine DSP1 au cours de 'ovogénése dans lesleslhourricieres.l{ etc) Distribution de
’ARNm dspl dans I'embryogénésie) Embryon dans un stade précoce de division. L’ARNmM
dspl apparait exprimé de maniere ubiquitaire). Embryon terminant son développement
apres l'organogénése (Stade 16)o et c extrait de Mosrin-Huaman et al., (1998} €t €)
Distribution de la protéine DSP1 dans une glandivaae (d) et dans un disque imaginal
d’aile (e) de larve de troisiéme stade.

Au cours de 'ovogéneése, la protéine DSP1 est mgwidans les cellules nourricieres
(259). Puis elle est déversée dans I'ovocyte. Aux stdee plus précoces de 'embryogénese
(stades 1 a 6), la protéine DSP1 d'origine matéeredt présente dans tout 'embry@51g).
L’ARNm zygotiquedsplest synthétisé et traduit au stade blastodernhelaiet. Au fur et a
mesure de l'avancée du développement, I'expressi@nprotéine DSP1 se restreint a
I'épiderme et au systeme nerveux centB&l. Chez la larve, la protéine DSP1 est détectée
dans le cerveau, les glandes salivaiggl) et les disques imaginau5g. Chez I'adulte, la
protéine DSP1 est exprimée dans le cerveau et léansellules nourricieres des ovaires
(Mosrin-Huamaret al, 1998).
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B. Le rble de la protéine DSP1 dans la régulationd  es génes.

Pour comprendre le rble biologique de la protéir@PD chez la drosophile, une
mutagénese a I'élément P a été effectuée permétibteéntion d’'un mutant nul pour le géne
dspl. L'alléle notédspt a perdu uniquement I'ensemble du géspl A I'état homozygote,
les drosophiles sont peu viables, peu fertiles @btnent un phénotype pléiotrope (Mosrin-
Huamanret al, 1998; Decovilleet al, 2001). Les mutanidspt montrent des transformations
homéotiques suggérant une implication de la pretéd$P1 dans la régulation des genes

homeéotiques.

1. DSPL1 participe a la régulation des genes homéoti  ques.

a) dsplest unETP.

Les transformations homéotiques observées chez unindspt sont les suivantes
(Figure 26) (Decovillest al, 2000):

e La transformation du segment T3 en segment tharaci@2 c'est-a-dire la
transformation de I'haltére en aile. Cette transfation intervient chez 3 individus sur
1000. Ce phénotype mime des mutations perte déidondu gene homéotiqugbx.

* La transformation de la patte T1 en patte T2 sactérisant par une diminution du
nombre de dents du peigne sexuel sur la patte 84 males hémizygotespt ont 6
dents par peigne contre 11 dents par peigne cBemddes sauvages. Tous les males
dspt sont affectés. Ces mutations ressemblent & destiomgtaobservées chez les
mutants perte de fonction pour le gene homéotipre

* La transformation du segment abdominal A6 en ABs [Boies apparaissent sur le
sternite A6 pour 20% des malespT. Ce phénotype traduit une dérégulation du géne
Abd-B

» La transformation du segment abdominal A4 en segmAén La moitié des males
présente des taches pigmentées sur le tergite Fgbgtinormalement présentes sur le
tergite A5. Ce phénotype est caractéristique dmogation gain de fonction du géne
Abd-B
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Drosophile sauvage Drosophidept

Abdomen de drosophile sauvage Abdomen de drosophile dsp1*
Le segment A4 prend I'identité du segment A5
Le segment A6 prend l'identité du segment A5

Figure 26 :Les différentes transformations homéotiques obsewéhez le mutant dspl

Les trois premieres transformations présentées niges mutations perte de fonction
de différents genes homéotigugbx, Scret Abd-B Il a été montré que I'expression du géne
Scrdiminue trés fortement dans un contexte mudsptt'. De plus, des études d’interactions
génétiques entre l'alléldspt et des alléles perte de fonction des gddbs Scret Abd-B
montrent que la fréquence et la « force » des flgpas décrits ici sont augmentées. Cela
prouve que la protéine DSP1 participe au maintier’attivation des génes homéotiques.
Cette idée est confortée par le fait que l'alidép? interagit génétiquement avec des alléles
perte de fonction des genesG, trx etashlen augmentant la fréquence des phénotypes de
typetrxG. A l'inverse, la mutatiomispt supprime en partie le phénotype caractéristiquie de
mutation perte de fonction du geReG, Pc. Donc la protéine DSP1 appartient au groupe
TrxG.
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Mais le dernier trait phénotypique présenté panigantdspt est corrélé & une mutation
gain de fonction du géne homéotiqled-B Cette transformation ressemble & des mutations
touchant la régiorMCP. MCP est une séquence de 300 pb permettant aux régens
régulationiab4 etiab5 des géneabd-Aet Abd-B de fonctionner indépendamment (Kaeth
al., 1994). Une délétion dans cette région entraime axpression ectopique du gekied-B
dans le segment A4 provoquant une pigmentation elei-ci. Ici, la mutationdspl se
comporte comme une mutation de type PcG.

Malgré son rble TrxG qui semble prépondérant, DSBlcomporte soit comme une
protéine TrxG, soit comme une protéine PcG seldades considéré. Pour conclure, le géne
dsplpeut étre classé comme BAP. Déterminé génétiquement, le réle du produit doege
DSP1 est de réguler les génes homéotiques avpoolgsnes PcG et TrxG.

b) La protéine DSP1 participe au remodelage de la
chromatine.

Des étudesn vitro ont montré que la protéine HMGB1 participe a lplication de
I’ADN, I'asssemblage des nucléosomes et a la régulae la transcription en remodelant la
chromatine (Travers, 2003). La protéine DSP1, hogot de la protéine HMGB1 est-elle
capable de remodeler la chromatine ? Les donnéedigees suggéerent que la protéine DSP1
régule la régiorMCP. La régionMCP est une zone d’hypersensibilité a la DNase (Katch
al., 1994). Des expériences de digestion a la DNask c¢hromatine extraite d’embryons
sauvages et mutantispf ont montré que l'absence de la protéine DSP1 proxolq
disparition de I'hypersensibilité¢ & la DNase derégion MCP. Ce résultat indique que la
protéine DSP1 participe au remodelage de la chiomau niveau du locudCP (Decoville
et al, 2001). Il a été proposé que la protéine DSPLlleédes genes homéotiques en

remodelant la chromatine des régions régulatrices.

c) DSP1 régule le gén&cr agissant comme une protéine
TrxG.

Le phénotype du mutaritspt indique que DSP1 doit réguler le géBex combs
reduced (Scr)En effet, 'expression d8cr est considérablement réduite dans le segment T1
du mutantdspt (Decoville et al, 2001). Le génécr fait partie du complexe homéotique
Antennapedia. Il est nécessaire a I'établissemieatienaintien de l'identité morphologique
des segments thoraciques et du labium (Patta@ticdi, 1991). Des fragments d’ADN issus

du complexe AntpC ont été sous-clonés permettanindire en évidence les séquences
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régulatrices du gengcr répondant aux protéines PcG et TrxG (Gindhartaifian, 1995).
Dans les travaux présentés dans Rappadteal, (2005), le laboratoire a montré que la
protéine DSP1 régul8cren se liant a la région régulatri8er10.0Xbal L'introduction de ce
domaine de 10 kb en amont du gene rapporter Z dans une lignée de drosophiles
transgéniques induit spécifiquement I'expression géme Lac Z au niveau du segment
thoracique T1 chez I'embryon et dans les disquesginaux T1 de larve (Gindhaet al,
1995). En contexte mutadsp?, I'expression du transgénec Zrégulé parScrl0.0Xbal est
abolie dans les disques imaginaux T1 de larve. Netite expression reste identique dans les
embryons. Cela indique que DSP1 est nécessaireamitiem de 'activation de I'expression
du transgene dans la larve mais pas dans I'embBemlus, I'insertion du transgene a créé
un nouveau site de fixation sur les chromosomeg¢rjues de la lignée transgénique pour
la protéine DSP1. L’'activation du transgene par D®pose sur une interaction physique
entre cette protéine et la zone de regulaBori0.0Xbal Des expériences de ChIP analysées
par Southern Blot ont montré que DSP1 se lie pgéugnt a deux régions régulatrices de 1 kb
de Scr10.0Xbaldans des cellules de drosophile SL-2. Plus tardaBa et ses collaborateurs
ont montré que DSP1 s’associe physiquement avpmwtaine ETP Corto. Comme Corto est
aussi fixée sur le gérgcr via la séquence de régulati®erl0.0Xbal les auteurs concluent
que Corto et DSP1 sont associées physiquementrpguter le geneécr (Salvainget al,
2006). Pour conclure, DSP1 participe au maintiedatgivation spatio-temporelle du géne
Scr.

d) DSP1 permet le recrutement des protéines du groupe
PcG.

Le role des protéines PcG et TrxG est de maintexipression de leurs genes cibles
en remodelant localement la structure de la chrm@aUn certain nombre de protéines ont
pour réle de recruter les complexes PcG et Trx& sant les protéines Pho, PHOL, Zeste,
GAF, PSQ, Ban, Corto, Grh, SP1/KLF (leurs réleséigtdécrits dans le chapitre consacré au
recrutement des PcG et TrxG). Il a été montré quprbtéine DSP1 joue un réle dans le
maintien de la répression des genes en recruaptdeeines PcG sur un domaine particulier :
Ab-Fab. Nous avons vu précédemment que DSP1 se fixe ldanbryon sur le PRE/TRE
Fab7. Ab-Fab est un élément régulateur de 219 pb nécessaiseffisant a I'activité du
PRE/TRE du domaind-ab7 régulant le geneéAbdominal-B(Déjardin et Cavalli, 2004).
Lorsque I'on insere un transgéne contenant le gdnite (W) sous le contréle du domaine Ab

Fab, ce dernier est capable d’induire la répressiogé&hew. L'insertion du transgene crée un
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nouveau site de fixation pour les protéines PcGFAb contient des sites de fixation pour les
protéines PHO, GAF et Zeste. Si 'on mute ces sitesepression du transgene et la fixation
de la protéine Ph sur les chromosomes polyténigomeisréduites voire abolies. Donc les sites
de fixation des protéines PHO, GAF et Zeste sodispensables au fonctionnement du
domaine AbFab. Ces sites ont été insérés dans une séquenceightifissue de la bactérie
appelée Syirab. Cette séquence n’est plus capable de réprimgerdew. Cela indique que
les sites PHO, GAF et Zeste sont nécessaires ragisyifisants pour I'activité répressive
d’Ab-Fab. D’autres séquences devraient étre déterminai@sia fonction de ce PRE/TRE.
Des alignements de séquences didb avec d’autres PRE/TRE ont permis d’identifier une
nouvelle séquence 5-GAAAA-3' (G(A), régulierement localisée a proximité d’un site@PH

Il a été montré que cette séquence est nécessdiaetiaité répressive d’Ad-ab. Lors
d’études de la fixation de la protéine DSP1 surdmplexe BX-C, la séquendé&ab-7 a été
établie comme une cible de la protéine. Plusienpemences ont confirmé que DSP1 est
capable de se fixer a la séquence G(Ryemiérement, des analyses de retardement sur gel
ont montré que DSP1 est capable de se lier sursande a ADN contenant la séquence
G(A).. Deuxiémement, en contexte mutaspZ, I'activité répressive du domaine Atab sur

le genew est perdue. Troisiement, I'insertion du transgéré un site ectopique de liaison
pour la protéine DSP1 sur les chromosomes polytiésiqCette donnée est confirmée par des
expériences de ChlIP validant le fait que DSP1xae grécisément sur le domaine-Rhb in
vivo. Lorsque I'on mute le site G(Aplans le domaine , on abolit le recrutement dedéeme
DSP1 sur les chromosomes polyténiques. Enfingtéamontré que I'absence de DSP1 abolit
le recrutement de la protéine Ph sur le domaing-alb (Déjardinet al, 2005). Tous ces
résultats montrent que DSP1 agit comme un recrutesirPcG en se fixant sur la séquence
G(A)a.

e) Recherche des séquences cibles de la protéine DSP1.

(1) Profils de fixation de DSP1 sur le complexe Bithora

Au cours de sa thése, A. Rappailles a détermingdél de fixation de la protéine
DSP1 sur le complexe BXxC par des expériences d® Rhppailles, 2005). Plusieurs
données génétiques obtenues avec le mutant suggersta protéine DSP1 a pour cibles les
séquences régulatrices du complexe BxC notammKIPR, iab-6 et bx (Decoville et al,
2001). De plus, la fixation de la protéine DSP1Ilsutomplexe Bx-C a été observée par des

expériences d'immunolocalisation sur les chromosopwyténiques (Salvaingt al, 2006).
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Des expériences de ChIP couplées a des analysemaguo-puces a ADN ont permis de
préciserin vivo les séquences cibles de la protéine DSP1 sumiplese Bx-C. Le profil de
fixation de DSP1 a été déterminé sur 10 régioniesidles PcG et TrxG sur le complexe BxC
recouvrant les promoteurs des géenes et les PRE(GREEMM) (Orlandoet al, 1998). Ce
sont les régionbx, bxd iab2, iab4, MCP, iab6 etFab7 et les promoteurs des gendsx, abd-

A et Abd-B (Figure 27) qui ont été découpés en 57 fragmentsl kb et fixé sur une
membrane. Puis les fragments d’ADN obtenus paedpériences de ChIP sur des embryons
avec des anticorps anti DSP1 et radiomarqués értydtridés sur la puce a ADN. La figure

27 présente les résultats obtenus.
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Figure 27 : Fixation de la protéine DSP1 sur des domaines dguiation du complexe
Bithorax. (a) Le graphigue présente le profil de fixation de FAS Les domaines de
régulation sont indiqués en abscisse (Pr signififenpoteur). Une barre représente un
fragment de 1000 pb. Le degré d’enrichissementcassid chaque fragment est indiqué en
ordonnée. Huit sites sont des cibles prédominadee$a protéine DSP1 (Fleches rouges).
Extrait de (Rappailles, 2005)b) Schéma du complexe Bithorax et des zones deatégul
connues. Adapté de Rank et al., (2002).
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En prenant le locudCP comme référence, 8 régions cibles présentant gnéde
d’enrichissement supérieur a 3 (le degré denrsghizent associé a chaque fragment
correspond au rapport entre l'intensité du sigpacgiqgue avec les anticorps anti DSP1 et
celle du signal contrble avec le sérum pré-imm@as résultats montrent que la distribution
de la protéine DSP1 n’est pas homogene le longddesaines étudiés. DSP1 est associée
préférentiellement a des fragments recouvrant RE/PRE des domainesx, iab2, MCP,
Fab7et les promoteurs des gendlsx, abd-Aet Abd-B DSP1 est fixée aussi sur une partie du
domaineiab6 qui n’a fait I'objet d’aucune étude. Cette étudpeamis de déterminer que la

protéine DSP1 se fixait majoritairement sur les ARE et les promoteurs des genes.

(2) Sur tout le génome

L’étude de la fixation de la protéine DSP1 sur édsomosomes polyténiques de
glandes salivaires de larves de troisieme staderdrénqu’elle se fixait sur 173 sites distincts
(Salvainget al, 2006). Une étude publiée recemment décrit lelpide fixation de certaines
protéines PcG et TrxG, dont la protéine DSP1, sugénome d’embryon de drosophile
(Schuettengrubeet al, 2009). Des expériences d'immuno-précipitationlalechromatine
pontée d’embryons de drosophile avec des anticantisDSP1 combinés avec une puce a
ADN a haute résolution (ChIP on chip) ont montré d@ protéine DSP1 se fixe sur 1982
régions du génome entier de la drosophile. Legmdiffces entre le nombre de sites de fixation
obtenus par ChIP on chip et par immunolocalisasionles chromosomes polyténiques tient
au fait de la résolution. Cette étude donne plusienformations sur la protéine DSPL1.
Premierement, le fait que la protéine DSP1 esefoent corrélée avec la protéine Trx-N
(1182 cibles communes) et faiblement corrélée descprotéines Pc et Ph (225 cibles
communes). Deuxiemement, DSP1 semble associéet aviem les genes actifs et les genes
réprimés puisqu’elle partage autant de sites aggcdistones H3K27me3 (associées a des
genes dont la transcription est réprimée) qu’awsc Histones H3K4me3 (associées a des
genes dont la transcription est active). Concerteamecrutement, DSP1 semble fortement
associée avec la protéine GAF (66% des sites D8Rtlpartagés avec la protéine GAF). Par
exemple, DSP1 et GAF sont associées avec 50% tks @i se fixe PH. La séquence
consensus de fixation de la protéine DSP1 est ceégpde répétition GA/CT. Le site G(A)
ne semble pas étre une cible préférentielle poprdeééine DSP1. Les résultats de la fixation
de la protéine DSP1 sur tout le génome confirmeefdmction dETP de DSP1, celle-ci étant

autant associée avec les genes activés qu'avgenes 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 génden’embryon de drosophile, 670
ne sont pas partagés par les protéines Pc, Ph Btto(Schuettengrubest al, 2009). Cela
illustre le fait que la protéine DSP1 intervienindad’autres fonctions que le maintien de

'expression des genes avec les protéines Pc&x&. Tr

a) DSP1 régule I'expression dé&nirps.

L’étude de la protéine DSP1 a permis de précisern8le dans la réegulation du gene
de segmentatioknirps (kni) avec l'aide de la protéine Bicoid (BCD). La soeainutante
dspt présente une malformation du segment A4 a toustéetes du développement. Ce type
d’anomalie est d0 a I'absence de la protéine DSBrlgthe maternelle. Cette malformation
du segment A4 est un trait phénotypique présent&gréains mutants des genes lacunaires
kni et kriippel (kr). Ces genes interviennent dans la segmentatiocopeéde I'embryon.
Lorsque DSP1 est absente, le domaine d’expressiogedekni est réduit tandis que le
domaine d’expression du geéna est augmenté postérieurement dans I'embryon de
drosophile. La malformation du segment A4 est due défaut dans I'activation du gene kni.
Ce dernier est activé par deux produits d’originatemelle BCD et Caudal. L'étude de
linteraction génétique entre la mutatiaispT et des mutationdcd montre une forte
augmentation de I'anomalie A4 chez les doubles nistalLes protéines DSP1 et BCD
régulent ensemble le geRai. Il a été prouvéin vivo etin vitro, que les protéines DSP1 et
BCD interagissent physiquement. Par des expérietee3hlP, il a été montré que, dans les
embryons de drosophile, la protéine DSP1 est présanniveau de la région régulatrice du
genekni contenant les sites de fixation de la protéine BED conclusion, DSP1 active le

genekni avec l'aide de la protéine BCD lors de I'embryoggmprécoce (Daulrst al, 2003).

b) DSP1 intervient dans la régulation des peptides
antimicrobiens.

DSP1 apparait comme jouant un rble dans linhibitiles genes intervenant dans la
réponse immunitaire. Lors d’une infection par uaetbérie, le facteur de transcription MB-
(Nuclear Factor-kappaB) va activer la transcriptiaes genes responsables de I'immunité
(Ferrandoret al, 2007). Kim et ses collaborateurs ont simulé fection immunitaire par
ajout de lipopolysaccharide et de peptidoglycammgtituants de la paroi des bactéries) sur

des cellules SL2 de drosophile, et ils ont obsepwe la protéine DSP1 forme un complexe
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avec les protéines HDAC1 (ou RPD3), Jun-relatedgant(Jra) et Signal-transducer and
activator of transcription protein at 92E (Stat92Ep complexe a pour rble d’inhiber la
transcription d’un géne codant pour le peptidenaictiobien Attacin. Ce travail montre le role
de la protéine DSP1 dans la régulation des gersomeables de la réponse immunitaire
(Kim et al, 2007).

lll.Sujet de recherche

Le projet de thése présenté ici s’articule aut@udéeux projets concernant la protéine
DSP1. Le premier projet porte sur la purificatias ghartenaires de DSP1. Le second objectif

est I'étude structurale de la protéine DSP1.

A. ldentification des partenaires de la protéine DS  P1.

Le réle des protéines PcG et TrxG est de maintexipression des genes. Au niveau
moléculaire, ces protéines agissent en complexdigpnotéiques. Chez la drosophile, quatre
complexes de type PcG (PRC1, dRAF, PRC2 et PhoR@pis complexes TrxG (TACL1,
BRM et GAF-FACT) ont été purifiés et caractériséschimiqguement. Ces complexes sont
aidés par une troisieme classe de protéines, |8 Bé&finis génétiquement, |ESP sont des
genes qui participent a la fois au maintien deédpression génique avec |€£G et au
maintien de l'activation avec lgsxG (Gildea et al, 2000). Le modele d’action des ETP
indique qu’elles fassent le lien entre 'ADN et lesmplexes PcG et TrxG en interagissant
physiquement avec ces deux partenaires. Parmoleplexes de type PcG et TrxG qui ont
éte purifiés, aucun ne contient la protéine DSPie guestion se pose : DSP1 interagit-elle
physiquement avec les protéines PcG et TrxG ? Leanigme d’action des PcG et TrxG
suggére que DSP1 fasse partie de complexes pregidRar tamisage moléculaire, les
complexes contenant la protéine DSP1 ont été &isés dans les embryons de drosophile
(Figure 27) (Rappaillest al, 2005).

2 MDa 669 kDa 232 kDa
l v v

< »

T 3032 34 36 38 40 42 44 4648 5256 586062 64 6870 72 74 76 78

DSP1 e o
B @ 1

Figure 27 :Séparation par tamisage moléculaire des complexastenant la protéine DSP1
dans I'embryon de drosophiléVestern blot sur les fractions issues du passbgdraits de
protéines d’embryons agés de 0 a 20 heures sunnelde Sephacryl S400 avec un anticorps
anti-DSP1 révélé avec des anticorps couplés a taxyelase. T : témoin positif. Extrait de
Rappailles et al., (2005).
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Cette expérience démontre que DSP1 fait partieodepexes multiprotéiques dans
'embryon de drosophile. De plus, elle permet décizer, la taille de ces complexes. La
protéine DSP1 se trouve en majorité dans les @nastb4 a 64 correspondant & une taille
comprise entre 200 kDa et 650 kDa. Dans une mointsure, elle est présente dans les
fractions 42 a 52 correspondant a des tailles WDa. La taille des complexes contenant la
protéine DSP1 a été caractérisée avant mon amivéieese.

L’objectif de mon projet de thése présenté icitédédentifier les partenaires de la
protéine DSP1. Plusieurs techniques peuvent étpogwes afin de purifier les complexes
protéigues. Nous avons utilisé la technique d'imaaffinité. A I'aide d’anticorps dirigés
contre une partie de la protéine DSP1 et immolsilsé des résines, nous avons purifié les
complexes contenant la protéine DSP1. Cette teabngcessite peu d’étapes de purification
avec une quantité de matériel biologique relativetnaecessible. Dans un premier temps, j'ai
mis au point au laboratoire des techniques d’'imreaffinité. A I'aide de ces techniques,
nous avons identifié les partenaires de la prot@6€1 dans I'embryon puis nous avons
caractérisé les relations biologiques entre DSPinetertain nombre de partenaires plus

particulierement la protéine Rm62

B. Contribution a I'étude structurale de la protéin e DSP1.

La seconde partie du projet de these s’articule Imlbtention de la structure
tridimensionnelle de la protéine DSP1. La struc®@ede la protéine DSP1 nous permettrait
de mieux comprendre la fonction de la protéine DB¢tAmment de sa partie N-terminale. La
premiere étape pour I'obtention de la structuréad@otéine DSP1 est la production en masse
de cette protéine qui permettrait, a terme, dedesin vitro comme, par exemple, des études
d’interaction avec des partenaires identifiés diEngrojet précédant. La production chez
E.coli et la purification de la protéine DSP1 recombiraataient déja été effectuées au
laboratoire (Janket al, 2003). Mais le systeme de purification choisBfl fusionnée avec
la maltose-binding protein) ne permettait pas daobt des quantités compatibles avec des
études structurales. Au cours de ma thése, j'aepns la production et la purification de la
protéine DSP1 recombinante fusionnée avec une edte@six histidines. L'obtention de
grande quantité de protéine recombinante nous raipate définir de nouveaux parametres

physico-chimiques de la protéine DSP1.
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Résultats
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Afin d’identifier les partenaires de la protéine BISdans I'embryon, nous avons
décidé de purifier les complexes contenant la pret®SP1 a l'aide d’anticorps. Deux
techniques d'immunopurification similaires et cogmpkntaires ont été développées au cours
de ma these. La premiére technique consiste aiggues complexes a I'aide d’'une protéine
DSP1 «chimérique » portant des étiquettes a segnexes avec des anticorps qui sont
dirigés contre les étiquettes. Le second type dimaopurification consiste a utiliser des
anticorps dirigés directement contre la protéine®?D®&ndogene. L'avantage de la premiére
meéthode est qu’elle permet de purifier les partesade la protéine DSP1 de maniére plus
spécifique pour deux raisons. Premierement, lesaps dirigés contre les étiquettes n'ont
pas ou peu de réactivité croisée contre les pregéile drosophiles. Deuxiemement, elle fait
appel a deux étapes successives de chromatogrdjiniunoaffinité contrairement a la
seconde méthode qui n’en a qu'une seule. Maisngélzssite la création et l'utilisation de
lignées drosophiles transgéniques exprimant laeépretDSP1 étiquetée ce qui entraine de
nombreux contréles. A linverse, la deuxieme métha&dt plus rapide car on purifie les
complexes a partir de la protéine DSP1 endogéneegasades anticorps anti-DSP1 déja
disponibles au laboratoire. Comme ces anticorps$ dioigés contre les boites HMG de la

protéine DSP1, il est possible que d’autres pre®MG soit retenues par ses anticorps.

|. Purification des partenaires de la protéine DSP1

A. Etudes des protéines DSP1 étiquetées.

Cette stratégie de purification nécessite l'uttiza de drosophiles transgéniques
exprimant la protéine DSP1 étiquetée. L'étiquetbritpétre placée en position C ou N-
terminale de la protéine étudiée. Il est possihle tp présence de I'étiquette change la
fonction de la protéine étiquetée par rapport préaeine native. Nous avons augmenté nos
chances de réussite en choisissant d’étiqueterokgipe DSP1 en position N-terminale par
trois peptides FLAG (DYKDDDDK) et trois peptides H&APYDVPDYA) ou bien en
position C-terminale par trois peptides FLAG. Lagence d’'une double étiquette présente un
avantage par rapport a une seule étiquette puiltgu'@ermet deux étapes
d'immunopurification au lieu d’une seule. Deux tgie lignées de drosophiles transgéniques
ont été produites : I'une intégrant le transgen®/pRdspl permettant I'expression de la
protéine DSPT™C, l'autre ayant intégré le plasmide pPHWBp1 exprimant la protéine
DSPEFASHA (Figure 28). L'expression des protéines DSP1 étigps est controlée par des

séquences activatrices de la transcription UAS tfldps Activation Sequence) qui sont
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reconnues par le facteur de transcription Galdegtare. Ce systeme d’expression inductible
dans les différents tissus de la drosophile pedeeatontrdler I'expression des protéines DSP1
étiquetées en fonction de I'expression de la pnet&al4.

P i UAS pPHWF dspl pPPWF Mini-white P
FLAG HA FLAG

Figure 28 :Schéma des transgénes insérés dans le génome dim$mphile afin d’exprimer

la protéine DSP1 étiquetédentre les pieds de I'élément P (P), la séquered’ADNc du
gene dspl est étiquetée par des peptides 3 FLA® &rHposition N-terminale (plasmide
pPHWF FLAG HA) ou 3 FLAG position C-terminale (ptade pPWF FLAG). L’'expression
de la protéine DSP1 est controlée par des séquehl®S issues de levures. La copie
minimale du géne white (mini-white) sert de gensélection.

Apres la construction des transgenes pPigpl et pPHWFdspl ceux-ci ont été
insérés dans le génome de drosophife® Il a fallu sélectionner les drosophiles ayanégné
les éléments P grace au gene de sélectimmwhite puis localiser les transgenes dans le

génome de ces drosophiles.

1. Localisation des transgenes.
La localisation des transgenes a été realisée ggacrbisements présentés dans la

figure 29. La localisation sur les autosomes arétdisée par des croisements entre des
lignées portant des chromosomes balanceurs du ltwdll, et les lignées portant les
transgenes permettant I'expression des protéinésl[EHquetées (désignées par P[w+, UAS-
dsp]). La localisation sur le chromosome lll, qui ’'@as présentée ici, a été réalisée par des
croisements entre une lignée-( Tm6 Ser/Dropet les lignées portant les transgenes P[w+,
UAS-dspl]. La localisation sur le chromosome IMaepar défaut.
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1) Premier croiseme : Localisation sur les chromosomes sexi

p W X 4 w-  P[W', UASdsp]
9 W- —
[Eil blanc] [CEil rouge]

F1 : Trois solutions :
= S’ilya50 % des individus [ceil rouge] et 50 %l[bdanc] alors le
transgene P[w+, UA8sp] est porté par un autosome.

ou
= Sitoutes les femelles sont [ceil rouge] et tougriékes sont [ceil blanc]

alors le transgéne P[w+, UA®p] est porté par le chromosome X.

ou
= Sitoutes les femelles sont [ceil blanc] et tousniéges sont [ceil rouge]

alors le transgene P[w+, UA®p] est porté par le chromosome Y.

q
2) Second croisement : Localisation sur les autesoexemple du chromosome |II.

P I

P[w", UAS-dsp] J W- CyO
w- . X — .
9 ' + " Bl L
[CEil rouge] [Eil petit et blanc, aile courbée, soies cou
F1 g} [CEil rouge, aile courbée] X (? [CEil petit et rouge, soies courtes]
. l Il
F2 : Deux solutions : CvO
* S'ily ades? etdes? [ceil petit, aile courbée, y _P[W”’ UASdsp]
soies courtes] qui ont les yeux rouges, alorsalesgéne P[w+, ' BI, L ' +
UAS-dsp] est porté par un autre chromosome que le .
ou- L ] : Il
= Siles? et des? [ceil petit, aile courbée, soies W- Cyo _ +
courtes] ont tous les yeux blancs, alors le tramsge[w+, ; B L +

UAS-dsp] est porté par le chromosome |I.

Figure 29 :Principe des croisements réalisés pour la localisatdes transgeneB[w+, UAS-
dspl] sur les chromosomes sexuels et le chromosibme
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Tous les résultats sont consignés dans le tableagr@upant les souches avec les transgenes
pPWFdsplet pPHWHRdspl.

Tableau 7 : Localisation des transgénes sur les chromosomes rpdes souches
transgéniques simple et double étiquetédisest indiqué si le transgene est Iétal a I'état
homozygote

PPWF dspl : simple étiquetée pPHWF dspl: double étiquetée
DSP FFLAG DSP FFLAG3HA
localisation localisation du

du transgene Létal a I'état Numéro de transgene sur Létal a I'état
Nom de la souche

surles  homozygote la souche les homozygote
chromosomes chromosomes

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
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

Dans certaines lignées, les transgéenes ne peutrentid’état homozygote car ils
induisent de la létalité. Pour la suite des expégs, nous n'avons pas utilisé les souches
transgéniques létales a I'état homozygote puispsebosseédent le transgéne en un seul

exemplaire.
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2. Vérification de I'expression de la protéine DSP1 simple et

double étiquetée.

Pour activer la transcription du transgene P[w+34p1, I'activateur Gal4 doit étre
apporté par une souche transgénique I'exprimanesgcroisée avec la souche transgénique
DSP1 eétiquetée. Pour étudier la participation dertaéine DSP1 aux stades précoces du
développement, jai choisi, dans un premier temp® souche 4442 (w-, P[w+, NGT])

exprimant Gal4 dans les premiéres heures (0 arigéedu développement embryonnaire.

a) Principe de I'expression de Gal4 dans la souche 424

La souche 4442 exprime la protéine Gal4 dans lesnigres heures de la vie
embryonnaire grace a un ingénieux systeme congianitV.D. Tracey et ses collaborateurs :
le systéme Nanos — Gal4 — Tubuline (NGT) (Traeegl, 2000) (Figure 30). Le cDNA&al4
(G) suivi de la région 3'UTR de 'ARNm de la tulni (T) est sous le contréle du promoteur
du genenanos (N)L'intérét du promoteunanosest de permettre la transcription de 'ARNmM
gal4 dans les cellules nourricieres au cours de I'omége. La présence de la région 3'UTR
de '’ARNm tubuline permettra le dépét dans I'ovarygle '’ARNmM Gal4 qui ne sera traduit
gu’aprés la fécondation. La protéine Gal4 actiaoas la transcription des genes (X) sous le
contrble de séquences UAS. Il est important derrgpie la protéine Gal4 doit étre apportée

par la mere, tandis que le géne X est apportéepaidle.

5 3
A GAL4 RN Géne X

o | P Qx O HEEE
| \ UAS |

Le promoteur du géne nanos conduitdla Grice 4 larégion 3'UTE Tub, La protéine GAL4 active la
transcription de I"ARMNm GALA dans les ' ARMm GAL4 est transporté dans transcription du géne X
cellules nowrniciéres pendant I ovogéneése " oocyte et traduit dans1” embeyon dans 1"embryan

Figure 30:Principe de l'activation d’'un gene X par la protéenGAL4 dans un embryon
(NGT, X). D’apres Tracey et al., (2000).
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b) La protéine simple étiquetée DSPL-®

Pour vérifier I'expression de la protéine DSPA®, jai choisi la lignée Sigma
(Tableau 6). Ayant les yeux rouge vif, elle exprimdenc le gene minvhite de fagon
importante. Dans la lignée Sigma, le transgeneesa@tsnséré dans une région du génome ou
la transcription est active. J'ai supposé que gme DSPI™¢ pourrait également étre
exprimée fortement. Par Western Blot, j'ai vérifiéxpression de la protéine DSP1 simple
étiquetée dans les embryons agés de 0 a 3 heuissugtdu croisemenit 4442 xJ& sigma
alors que les embryons issus du croisemedd42 xJ w8 ont fourni un controdle négatif

(Figure 31).

70 kDa

<— DSpPFrAe
55 kDa

Figure 31: Mise en évidence par Western Blot avec des antisogmti FLAG de la
protéine DSP3™¢ dans des embryons issus des croisemén#442 xJdw™'8 (C) et @
4442 x & sigma(S). M : marqueur de masse moléculaire.

Une bande & 60 kDa, correspondant & la protéinelh$¥ est observée sur la piste S alors
quelle est absente dans la piste C. La protéin®IJ&° est bien exprimée dans les

embryons issus du croiseméh#442 xJ' sigma.

c) La protéine DSP1 double étiquetée

Afin de vérifier la présence de la protéine DZPY*HA deux expériences de Western
Blot ont été réalisées : 'une avec les anticorps-ldA et l'autre avec les anticorps anti-
FLAG. Pour ces expériences, la lignée de drosophil@nsgéniques 28, choisie pour les
mémes raisons que la lignée sigma, est croisée descfemelles 4442 tandis que les

embryons issus du croisemém442 xJ3 w8 ont fourni un contréle négatif (Figure 32).

KD Ac FLAG Ac HA
M cC 28 C 28
100
FLAG3HA
70 < DsP?

Figure 32: Mise en évidence par Western Blot avec des antisceipti-FLAG et anti
HA de la protéine DSPT**®*" dans des embryons issus du croisemén#i442 x
IWHB(C) etQ 4442 x 328 (28). M : marqueur de masse moléculaire.
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Que ce soit avec les anticorps anti HA ou avealdgorps anti FLAG, une bande d’'une
taille de 70 kDa, correspondant & la protéine DSPT"4 est présente seulement dans les
pistes 28. DSPI"**" est donc bien exprimée dans les embryons issusrdeements
femelles 4442 avec des males 28. Les deux antieonpdHA et anti-FLAG sont capables de
détecter la protéine DSP1 double étiquetée en \WeBlet. Avant de commencer I'immuno-
purification, il faut s’assurer que la présence éliguettes 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 endogene ayant la capacité dixesedf la chromatine, j'ai vérifié
gue les étiquettes ne perturbent pas la capacité petéine DSP1 a assurer cette fonction.
Pour ce faire, une expérience de pontage de lar@inoe sur les embryons a été menée. Cette
expérience est bien malitrisée par le laboratoirés macessite une quantité importante
d’embryons de I'ordre du gramme. Pour atteindréecgtiantité, 15000 drosophiles femelles
vierges et autant de méles sont nécessaires. $l estuimpossible de récolter 15000 femelles
4442 qui doivent étre obligatoirement vierges. es pnous travaillons avec des embryons de
0 a 3 heures ce qui limite encore la quantité digpe. C’est pourquoi j'ai di m’assurer que
le pontage de la chromatine était possible avecquamtité de 0,29 d’embryons issus du
croisementf 4442 x328. Les protéines pontées sur la chromatine sdat&s par Western
Blot avec des anticorps anti-FLAG. Le résultatpssenté dans la figure 33 :

kDa M L P
100

55

Figure 33: Mise en évidence par Western Blot de la protéine $“"*"* avec des
anticorps anti-FLAG sur les fractions contenantdeprotéines libres (L) et la chromatine
pontée (P)M : marqueur de masse moléculaire.
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Une bande apparaissant a 70 kDa est observée eardelix pistes L et P. Cette bande
correspond & la protéine DSP1%"* Ce résultat indique que la protéine DSP1 double
étiquetée se trouve associée a la chromatine. Magspartie de la quantité de protéine
DSPEFASHA produite est & I'état libre. Ce résultat est siindl & celui obtenu avec la
protéine DSP1 endogene qui se trouve aussi darfisatg®ns ou il y a les protéines libres et
les fractions correspondant a la chromatine pofdéanée non montrée). La présence de
I'étiquette ne perturbe donc pas la fonction disdia a 'ADN de la protéine DSP1.

4. La protéine DSP1 double étiquetée se trouve dans  des
complexes.

Lors de son stage M2, Rabhi Makhlouf avait étditaille des complexes contenant la
protéine DSP1 au cours du développement embryanraans les embryons agés de 0 a 3
heures, la protéine DSP1 est dans un complexe tite aElle (<150 kDa). A linverse, la
protéine DSP1 est présente dans un complexe tkephiks importante dans les ages 3 a 12 h
et 12 a 24 h. Or jinduis les protéines DSP1 étiéee grace a un « driver Gal4 » exprimeé
fortement entre 0 et 3 heures de développemenpliXe la quantité d’embryons récoltés en
trois heures de ponte est faible. Ceci m’a condughanger le driver NGT-Gal4 (souche
4442) exprimé dans I'embryon entre 0 et 3 heuredreaun driver Daughterless Gal4 (w-,
P[w+, Da-Gal4]) (souche 5460) dont I'expressiorfaetout au long du développement. Je
me suis assuré que la présence de I'étiquette ngripe pas la capacité de la protéine DSP1 a
se lier a d’autres protéines. Pour ce faire, nouss choisi la technique de séparation des
protéines sur gradient de glycérBlans un premier temps, il a fallu calibrer les ggats a
'aide de marqueurs choisis pour leur masse maéeul Aprés centrifugation, jai mesuré
I'indice de réfraction de chaque fraction ce quarpermis de constater que le gradient est
linéaire et que celui-ci est parfaitement reproihletd’'un tube a un autre (Figure 34). Pour
ces études préliminaires, quatre marqueurs de tailt été utilisés : la Thyroglobuline 669
kDa, la Catalase 232 kDa, I'Aldolase 158 kDa etvBbumine 48 kDa. La position de ces
différents marqueurs de taille est déterminée esuna@t I'absorbance des fractions a 280 nm
(Figure 34). On constate que I'on obtient une sajar satisfaisante entre 48 kDa et 600
kDa. Par contre, les complexes de taille supérieurégale a 600 kDa vont se retrouver au
fond du tube.
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indice de réfraction

Indice de réfraction du gradient de glycérol 10-35%

1,28
1,375
1,37
1,385
1,38
1,355
1,38
1,345
1,34
1,335

10 15 20

Fractions

Absorbance a 280 nm

1,4
1,2 +

0,8 -
0,6
0.4 +
0,2

Absorbance des marqueurs a 280 nm

— Aldolase
— Catalase
——— Thyroglobuline

ovalbumine

Fractions

Figure 34:Calibrage du gradient de glycérol 10-35 %. Indice de réfraction des fractions
du gradient de glycérol pour deux tubes difféerebtsAbsorbance a 280 nm des différentes
fractions du gradient pour les différents témoimstdille: thyroglobuline, catalase, aldolase

et ovalbumine.

Les gradients étant calibrés, jai extrait les ¢rmues d’embryons agés de 3 a 12 heures issus

du croisement5460 x 928 et de la souche'''® Puis, ces protéines ont été séparées sur

gradient de glycérol 10 - 35% selon leur coeffitida sédimentation. Une fois les gradients

fractionnés, la présence des protéines DSP1 et DSRMle étiquetée dans les fractions est

repérée par Western Blot (Figure 35).
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Figure 35:La protéine DSPI™%3"A est présente dans des complexes dans I'emhryah
Western Blot avec un anticorps anti DSP1 sur lastions du gradient de glycérol séparant
un extrait protéique W'® (B) Western Blot avec un anticorps anti HA sw fiactions du
gradient de glycérol séparant un extrait protéiqg®460 x 28. Les fractions ou sont
présentes les protéines DSP1 et DEP¥***sont indiquées en rouge.

La protéine DSP1 endogene est présente dans @®fie3 a 1635A). Dans les embryons
agés de 3 a 12 heures, la protéine DSP1 est peégargein de complexes multiprotéiques
d’'une taille comprise entre 100 et 669 kDa et plDs. résultat confirme celui obtenu en
séparant les protéines embryonnaires par tamisagiecataire (Rappaillest al, 2002). La
protéine DSPT%3H est présente dans les fractions 5 a3BB). La protéine DSP1 double
étiquetée est présente dans des complexes mubjimeérid’'une taille comprise entre 100 et
669 kDa dans des embryons agés de 3 a 12 heuresnymrtement des protéines DSP1 et
DSPEFAGHA ast similaire. Donc I'étiquette 3 FLAG 3 HA ne pebe pas la capacité de la
protéine DSP1 a se complexer avec dautres praeidai effectué les expériences de
pontage de la chromatine et de gradient de glys&olement avec des extraits contenant la
protéine DSP1 double étiquetée pour plusieurs maisoPremiérement, la protéine
DSPEA3HA nermet une double immunopurification, c’est powigiai choisi de travailler

a partir de cette protéine. Deuxiémement, on paEte fhypothése que la protéine DSP£®

se comporte de la méme facon que la protéine B8,

5. Mise au point du protocole dimmunopurification des
protéines DSP1 étiquetées.
Avant de commencer a purifier les partenaires gedgeine DSP1, il a fallu mettre au
point un protocole d'immunopurification. Pour lasmiau point du protocole jai pris pour
base le travail de Klymenko et ses collaborateKignienko et al, 2006). La stratégie de

purification est la suivante (Figure 36).
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Figure 36:Stratégie de purification des partenaires de la fgine DSPEAG3HA

Aprés extraction des protéines des embryons exptifagprotéine DSPI %" |es
anticorps anti FLAG couplés aux billes d’agarosatsgjoutés a la solution. Les anticorps
reconnaissant le peptide FLAG, la protéine DSPfjuétée et ses partenaires vont étre
précipitées. Afin d’éliminer le plus possible le®gines liees de maniére non spécifique, les
billes sont lavées. Les complexes vont étre élw@slag coupure du peptide FLAG de la
protéine DSPT®3HA par I'entérokinase qui a pour site de coupureéigusnce peptidique
DDDDK (la coupure se faisant aprés la lysine) agpomndant a la fin de la séquence du
peptide FLAG (DYKDDDDK). Ainsi, I'entérokinase vaouaper les trois peptides FLAG
libérant la protéine DSP1 étiquetée des anticavfas, il va rester des protéines liees de
maniére non spécifique qui vont se trouver danstlegons. C’est pourquoi, une seconde
immunopurification est préférable. Des anticorps aeptide HA couplés avec des billes
d’agarose sont ajoutés a la solution contenarprig®ines éluées. Apres lavage des billes, la

protéine DSP1 étiquetée HA accrochée a la résinsest partenaires sont éluées par
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compétition avec le peptide HA. Les protéines récéips sont ensuite séparées sur gel SDS
PAGE puis analysées par spectrométrie de masseWetern Blot.

Lors de la mise au point de limmunopurificatiorg présence de la protéine
DSPEASHA dans les extraits, les lavages et les élutionsepgtrée par Western Blot avec

des anticorps anti HA (Figure 37).

1) Immunopurification FLAG

Ex NR L1 L2 L3 L4 IPFHAC EFLAG

DSP13FLAG3HA ’ ! a i } DSP13HA
Bl

2) Immunopurification HA

ETC NR L1 L2 L3 L4 [IP™A EHA

} DSP13HA
o

Figure 37 : Immunopurification de la protéine DSPL-*“*"" Western blot avec des
anticorps anti-Ha. Ex : extrait protéique embryoimea28 x 5460, NR : protéine non retenue
sur les résines d’agarose couplée avec les antiorf & L4 : lavage, IP% résine anti
FLAG + protéines précipitées, E'®: protéines éluées par coupure avec I'entérokiné3’:
résine anti HA + protéines précipitées,”E protéines éluées par compétition avec le peptide
HA

Lors de la premiere étape d’immunopurification, peotéine DSP1 a bien été
immunoprécipitée par le gel d’agarose couplé ags@hticorps anti FLAG (piste 18°). La
présence de protéine DSP1 dans la pi§t€“Eindique que la coupure par I'entérokinase a
permis d'éluer la protéine DSP1 (désigné par D%H1 Mais la présence d'un triplet de
bandes repéré par I'anticorps anti HA est troubl&iie premiére hypothése est que la
protéine DSP1 double étiquetée posseéde trois m@ptiELAG qui seraient coupés
aléatoirement par I'entérokinase faisant apparatformes de la protéine DSP1 double
étiquetée. Mais les différences de tailles obsen&sre les 3 bandes me semblent trop

importantes pour que cette hypothése se réveke. juatseconde hypothese est que la protéine
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DSP1 ne soit pas stable en solution et se dégrad@apt la nuit. Des expériences dans les
chapitres suivants viennent étayer cette hypotiésie chapitre production de la protéine
DSP1). Lors de la seconde étape, la présenceplet tiie bandes correspondant a la protéine
DSPE"* dans la piste élution indique que cette protésteiramunoprécipitée par la résine
HA puis éluée par compétition avec le peptide HAaidvkelle est aussi présente dans la piste
IP ce qui indique qu’il y a une majorité de la @ioe DSP1 double étiquetée qui éktée
mais qu’une partie reste accrochée sur la résinar Ponclure, la protéine DSP1 double
étiquetée est bien immunoprécipitée et éluée pampéttion avec le peptide HA. Grace a
cette technique, nous pouvons purifier les com@eantenant la protéine DSP1 étiquetée

avec les peptides HA et les peptides FLAG.

6. Construction de lignées de drosophiles exprimant les

protéines DSP1 étiquetées de maniére constitutive.

Afin d’exprimer la protéine DSP1 étiquetée, nousiswns les drosophiles portant le
transgene P[w+, UAS-dspl] avec une souche poraihiver da-Gal4. Cela nécessite le tri de
nombreuses femelles vierges pour obtenir une grap@mtité d’embryons exprimant les
protéines DSP1 étiquetées. Pour s’affranchir die @eintrainte, j'ai construit des lignées de
drosophiles exprimant constitutivement la protéideP1 étiquetée c’est-a-dire des lignées
portant les transgenes P[w+, UAS-dspl] et da-Galétat homozygote. Le transgéne da-
Gal4 est porté par le chromosome 3. Afin de failia construction des lignées, j'ai choisi
des lignées portant le transgéne P[w+, UAS-dspi]leschromosome 2. La souche sigma
porte le transgene pPWF sur le chromosome 2. Rdregda souche 28 porte le transgéne
pPWHF sur le chromosome 3. C’est pourquoi j'ai sh@ souche 20 qui porte le transgéene
sur le chromosome 2 et qui exprime fortement latgime DSPI™**** (données non
montrées). En utilisant des lignées portant desmshsomes balanceurs, jai construit les
lignées exprimant la protéine DSP1 étiquetée ddéranonstitutive (Figure 38). Une fois les
lignées construites, j'ai pu facilement récupéres @émbryons de drosophiles exprimant la

protéine DSP1 étiquetée.
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Figure 38 :Schéma des croisements effectués lors de la contitn de lignées exprimant
la protéine DSP1 étiquetée de fagon constitutive.
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Apres avoir récupéré une grande quantité d’embry@0sg) exprimant la protéine DSP1
double étiquetée et d’embryone’™'® jai fait des premiers essais encourageants
d'immunopurification notamment avec des extrait@igues embryonnaires totaux. Lorsque
nous avons fait identifier certaines protéines @gel, il est apparu qu’il y avait beaucoup de
trop de protéines cytoplasmiques qui contaminaiengel (Donnée non montrée). C’est
pourquoi, j'ai recommencé l'expérience avec degaitst de protéines nucléaires ce qui
nécessite deux fois plus d’embryons pour avoir goantité de protéine équivalente aux
extraits totaux. Aprés avoir récupére les 20 gramdiembryons nécessaires puis extrait les
protéines nucléaires, des problemes techniqueerrdiné la perte de ces échantillons. Je
n'ai pas pu reprendre ces expériences au cours aehese. J'ai purifié les complexes

contenant la protéine DSP1 en utilisant la seconéihode d’immunoprécipitation.
B. Immunopurification a I'aide d’anticorps anti-DSP 1.

1. Mise au point.

Au laboratoire, nous disposions d’anticorps dirigisectement contre la protéine
DSP1. Nous savons que ces anticorps sont immurippaéits puisqu’ils sont utilisés avec
succes pour des expériences de ChIP Jai entrigpnsise au point de la purification des

partenaires de la protéine DSP1 a I'aide de cescaps (Figure 39)

— Contaminants
—
— EXTRAIT DE PROTEINES

Protéines partenaires NUCLEAIRES D’)EMBRYONS

d’agarose Anticorps anti-DSP1

l Elution en milieu acide

- O
Oomm =

Figure 39: Schéma de la stratégie de purification des comptex®ntenant la protéine
DSP1 a l'aide des anticorps anti DSP1
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Les anticorps anti DSP1 ont été immobilisés suretane AminoLink® Plus Coupling Gel
(Pierce). Puis ces anticorps ont été ajoutés asohdion de protéines nucléaires extraites
d’embryons. Les partenaires de DSP1 sont précpigdéec le complexe résine-anticorps-
DSP1. La résine a été lavée afin d’éliminer led@nes fixées de maniere non spécifique. La
protéine DSP1 et ses partenaires ont été éluéesnibau acide avec du tampon
ImmunoPure® IgG Elution Buffer pH 2.8 (Pierce). Dadicorps 1gG produits chez le lapin
ont été fixés sur la résine afin de servir d’exgéce contrble. Deux questions se posent.
Premierement, pouvons-nous purifier la protéine DS® l'aide de ce systeme ?
Deuxiemement, le lot d’anticorps IgG purifiés deita fournissent-ils un bon contrble
négatif? Ne connaissant pas la nature des molécalgse lesquelles les anticorps IgG sont
dirigés, il faut s’assurer gqu’ils ne fixent paslatéine DSP1. C’est pourquoi il a fallu mettre
au point la technique d'immunopurification de laggine DSP1 a I'aide des anticorps anti
DSP1 (Figure 40).

IgG DSP1
Ex E1E2 E1E2 T

— «DSP1

Figure 40 :Immunopurification de la protéine DSP1 par une résine d’agarose coep&ec
des anticorps anti DSP1 et des anticorps IgG darapVestern blot avec des anticorps anti-
DSP1. Ex : extrait protéique embryonnair&# E1 et 2: élution successive des protéines en
milieu acide. T : extrait de téte de drosophilevsat de témoin positif au western blot.

La protéine DSP1, présente dans I'extrait de pmetnucléaires d’embryons, est retenue puis
éluée par la résine couplée avec les anticorpsteEfil. Nous pouvons utiliser cette résine
couplée avec les anticorps anti-DSP1 pour puriisrcomplexes la contenant. Au contraire,
les anticorps IgG purifiés de lapin n'immunoprémpt pas la protéine DSP1. Le lot
d’anticorps IgG de lapin fournit un contrdle négatiéquat pour 'immunopurification de la
protéine DSP1.
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2. ldentification des partenaires putatifs de lapr  otéine DSP1.

Pour identifier les partenaires de la protéine D&t au long du développement
embryonnaire, j'ai utilisé des extraits d’embryatesdrosophiles agés de 0 a 20 heures. Aprés
immunopurification effectuée, la totalité des f#mes présentes dans les élutions est
concentrée par une précipitation a I'acétone mpsise dans du tampon de charge. La totalité
de ce volume est déposée sur le gel SDS PAGE pyéis #électrophorese, est coloré avec du

bleu de coomassie (Figure 41).

kDa IgG DSP1
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Pitchoune

70 — Hsc 70-4
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50 — DSP1
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Figure 41.ldentification des partenaires possibles de la @ioe DSP1 dans les embryons
de Drosophiles Les partenaires possibles de la protéine DSP1 éat purifiés a partir
d’extraits protéigues embryonnaires mis en conta@c une résine couplée a des anticorps
anti DSP1. Les protéines éluées ont été séparaeSpa PAGE et visualisées par coloration
au bleu de coomassie. Les protéines présenteslelges ont été identifiées par spectrométrie
de masse. DSP1 = anticorps anti-DSP1, IgG = comtaticorps IgG.

Les pistes IgG et DSP1 du gel ont été entieremérupées de maniéere identique en 23
bandes de 2 a 3 millimetres. Les protéines présedéms le gel ont été analysées par
spectrométrie de masse par Valérie Labas a laf®Maie de Protéomique Analytique et
Fonctionnelle du Centre de Recherches INRA Nouzius de 300 peptides différents
correspondant a une centaine de protéines onténéifiés pour les deux pistes analysées. Un
travail d’analyse et de tri a été nécessaire aigd@lectionner les partenaires putatifs de DSP1

sur lesquels nous allions travailler. Les critatesélection ont été les suivants :
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* Les protéines identifices a la fois dans la pigiatdle et la piste DSP1 ont été
eliminées. Elles correspondent aux protéines lggnaniere non spécifique a la
résine qui n'avaient pas été éliminées lors desges.

» Lorsqu’une protéine a éteé identifiee a I'aide daaul peptide, celle-ci est éliminée. En
effet, la présence d'un seul peptide identifié stae pas la présence certaine de la
protéine au sein du gel.

* Alinverse, les protéines identifiées par plus2deeptides ont été sélectionnées.

Apres la sélection, il reste 23 protéines candglateplus de la protéine DSP1 (Tableau 8) :

Tableau 8 :Protéines présentes dans le gel étant des part&sapotentielles de la protéine
DSP1 et leurs fonctions.

N° Nom Taille Fonction
1 Moca-cyp 112 kDa Transcription, épissage
Chromator 100 kDa architecture de la chromatine
s
4 Recombination repair protein 1 75 kDa Réparation de '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, spermatogénése.
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 38 kDa Réplication de 'ADN
subunit
20 Mov34 38 kDa Formatio_n.e.t organisation d_u 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 LPO 34 kDa Traduction, Réparation de I'ADN
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Les 23 protéines peuvent étre regroupées en qulagges :

= La premiére classe correspond aux protéines quid@j été retrouvées
associées avec des complexes PcG et TrxG. C'esislales protéines Heat shock protein
cognate 4 (HSC-70 4), Modulo (Mod), Pontin, ActinNurf-38. La protéine Hsc-70 4 est
associée avec les complexes PRC1 et PRC2 (Satuainp 2001; Nekrasoet al, 2007). Dans
'embryon, Modulo est associée aussi bien aveomeptexe PRC1 qu’avec la protéine dCBP
(Saurinet al, 2001; Bantigniest al, 2002). Les protéines Pontin et Actin sont dembres
du complexe dINO80, homologue du complexe de refagdede la chromatine INO80 de
levure. dINO8O a été purifié avec la protéine PHCraurs de I'embryogénese (Klymenéb
al., 2006). De plus, Pontin et Actin ont été co-pées avec le complexe BRM (Dia al,
2008; Kal et al, 2000). La protéine NURF 38 est un membre du dexep NURF
(NUcleosome Remodeling Factor) impligué dans dexctions liées au maintien de la
transcription avec les protéines TrxG (Badenhetsi., 2002).

= La seconde classe est constituée de deux protéidasfonction similaire
d’ARN hélicase. Ce sont les protéines Rm62 et Bitok. Ces protéines appartiennent a la
famille ARN hélicase a boites DEAD. Le gene codargrotéine Pitchoune est nécessaire au
bon développement de la drosophile. En effet, ddsvidus homozygotes pour I'allele perte
de fonction du gen®itchounene dépasse pas le stade larve de troisieme Radbhoune
serait impliquée dans la croissance et la prolif@nacellulaire (Zaffraret al, 1998), mais le
réle exact de cette protéine n’est pas connu. béepre Rm62 a été plus étudiée. Elle est
codée par un gene essentiel a la survie de laphdsple geneRm620ou Lighten up (Lip)
Celui-ci est un suppresseur de PEV, suggérant mpéciation de la protéine Rm62 dans le
remodelage de la chromatine (Csetlal, 1994).

» La troisieme classe est constituée des protéinpbgugées dans des fonctions
ayant un rapport avec la chromatine et/ou la trpisan: les protéines Moca-cyp,
Chromator, Recombination repair protein 1 (RrplgpRation factor C 38kD subunit
(RfC38) et Ribosomal protein LPO (RpLPO0). Moca-cppurrait étre impliquée dans
I'épissage des ARN (Cavaret al, 2002). Chromator est impliquée dans la régulatie la
structure de la chromatine (Rath al, 2004; Dinget al, 2009). Rrpl est une exonucléase
impliquée dans la réparation des dommages de I'ABhhkmaryet al, 1996). RFC38 fait
partie du complexe impliqué dans la réplication&®N, Replication Factor C (Jaffe et
Jongens, 2001). Le genBpLPO code une protéine ribosomique ayant une activité
endonucléase. Lorsque ce gene est muté, il estuppresseur de PEV. RpLPO serait

impliquée dans la régulation de I'expression desegéFrolov et Birchler, 1998).
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» La derniére classe est constituée des protéindslaléonction est peu connue
ou inconnue. Ce sont les protéines CG4806, CG2260275, CG7845, CG18178, CG6937,
CG7993, CG11837, Mov 34, Srp72 et failed axon conoes.

C. Etude des interactions entre DSP1 et ses partena ires.

Pour confirmer une interaction entre deux protéipdssieurs techniques sont possibles.
Par exemple, les deux protéines peuvent étre pgesdpar des bactéries puis purifiées. Ainsi,
l'interaction entre ces deux protéines est étudeeitro. Une deuxiéme possibilité pour
confirmer une interaction est de disposer d’anpsadirigés contre les deux protéines dont
nous suspectons une interaction. Ces anticorps giemh des expériences de co-
immunoprécipitation et des Western Blot. Nous avomasrché dans le commerce et dans la
communauté scientifique les anticorps dont nouwipos disposer.

Pour comprendre le rdle biologique des interactientre ces protéines, nous nous
sommes intéressés aux interactions génétiqueslentretantdspt et les mutations dans les
genes codant les protéines partenaires de DSP1ls Mwans cherché les lignées de
drosophiles mutantes auprés des banques de ligeér®sophiles (telles que le Bloomington
Drosophila Stock Center de l'université d’Indiam)de la communauté scientifique. Ainsi,
nous avons pu disposer de lignées mutantes pogetesRm62 nurf 38 Hsc70-4 moduloet

RpLPOet d’anticorps dirigés contre les produits degesses sauf RpLPO.

1. Interaction génétique.

Les interactions génétiques sont mises en évidpacé&observation des phénotypes. Par
exemple, si le phénotype provoqué par la mutatemmsdun premier gene est aggravée ou au
contraire supprimé par une mutation dans un deuxigéme, alors il y a interaction entre les
deux mutations. Une interaction génétique peutlatmmnséquence d’une interaction directe
entre les protéines mais il se peut qu’elle soitdaséquence d’'une cascade d’interactions
moléculaires. Dans le cas du gedspl nous nous intéressions aux transformations
homéotiques occasionnées par la mutation misief® (Decovilleet al, 2001) (tableau 9). Les
phénotypes homéotiques observés chez les malegygatesdspl issus du croisemerit
dspt x & Oregon R sont:

= une réduction du nombre de soies dans le peigneekdxe nombre de soies
moyen est normalement de 11 dans la lignée sauiagse.chez les méales hémizygotes, elles
sont au nombre moyen de 8,65. Cette transformasbmue a une dérégulation du g&mx

combs reduced
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» |a transformation des halteres en ailes, c'estaeli segment thoracique T3 en
segment thoracique T2 qui est observée chez 0,%%umntlividus hémizygotedspt. La
présence de tissu thoracique sur le premier segateloiminal est aussi observée. Le premier
segment abdominal se transforme en segment T3 ghiérieur. Ces deux types de
transformation sont dus a une dérégulation de tesgion du geneltrabithorax

= des soies sur le sternite du segment abdominal h®@ d0% des individus
hémizygotesispt alors que les individus sauvages ne présentendgasies sur le sternite
du segment A6. Le segment abdominal A6 se trangf@msegment plus antérieur A5. Cette
transformation est due a une mauvaise régulationlodus infra-abdominal 6 (iab 6)
contrdlant le gendbd-B
S’il y a une interaction génétique entre la mutagd les mutations des gerres62 nurf 38
Hsc70-4 moduloet RpLPQ le nombre de transformations homéotiques déciedoit étre
augmenté ou bien diminué. Les résultats des irtterscgénétiques sont présentés dans le

tableau 9.

Tableau 9 :Interaction génétique entre la mutation dsp&t des mutations des génes nurf-
38, HSC70-4, modulo, RpLPO et Rm6Pes femelles homozygotes dspli Oregon R
(utilisées comme contréle) ont été croisées aveamiides Oregon R uri-38<*1%%/Cyo, Hsc70-

4% TM3, Hsc70-4>*TM6, mod®>"°/TM3, RpLPO*****/TM3 et Rm62°*%%/TM3. Les males résultant
des croisements sont examinés pour les phénotgebiservés chez les mutants dsl)
Réduction du nombre de soies sur le peigne sexuéd gatte T1. (2) Transformation des
ailes en haltéres (T3 en T2). (3) Transformatiorsdgment A6 en segment A5 observé par la
présence de soies sur la sternite A6.

Nombre  Nombre moyen

Génotype des Nombrede T3enT2et Nombre

descendants males des de [_aralttes %eeiz?llgss:%leel méles’ AlenT3 de mélgs :‘56 ((;’\/:)
croisements observées  de la patte T1 observés (%) observés

dspl'/Y ; +/+ 43 8.65 863 0,7 157 10
+/Y ; nurf-38<1°1%/+ 53 10.21 253 0 38 0
dsp1’/Y ; nurf-381619%/+ 29 8.65 132 1 141 22
+1Y ; Hsc70-4%%%%/+ 46 9.52 198 0 47 0
dsp1'/Y ; Hsc70-4%%/+ 36 9.41 138 0 70 43
+/Y ; Hsc70-4%*1/+ 41 9,75 212 0 37 0
dsp1/Y ; Hsc70-4%"/+ 39 8.92 82 0 76 8
+1Y ; mod”™"%/+ 60 9.56 147 0 34 0
dsp1/Y ; mod®">"%+ 29 7.75 125 0 65 5
+Y ; RpLPO™™*/+ 32 10.53 312 0 43 91
dsp1/Y ; RpLPO™™*/+ 48 9.9 214 1 137 61
+Y ; Rm62°%%¢/+ 31 9.51 259 0 41 2
dsp1' /Y ; Rm62°%%/+ 41 8.97 554 1.3 142 44
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a) Interaction entre dspletnurf-38.

Pour cette étude, nous utilisons I'all@earf-386102

qui a été produit par l'insertion
d’'un élément P dans la séquence du geme38 (Spradlinget al, 1999). La nature de l'alléle
produit est inconnue. Néanmoins, cet allele eat &t'état homozygote indiquant que le géne
nurf-38 est indispensable a la survie de la drosophilezQbs males hétérozygotesrf-
3816192 gucune transformation homéotique n’est observégs.males hémizygoteatsp? et

hétérozygotesurf-38*6102

montrent une augmentation du nombre de transfarmsaiA6 en
A5 (22%) par rapport au résultat obtenu avec leesni@émizygotes pour la seule mutation
dspt (10%). Nous observons une interaction génétiqtie ées génedspletnurf-38 Cette
interaction suggere que les protéines DSP1 et NBRIFEégulent ensemble le locusra-

abdominal éen agissant comme des protéines de type TrxG.

b) Interaction entre dspletHSC70-4

Deux types dalléles du gértdsc70-4ont été utilisés. L'alleleHsc70-4%° est un
allele hypomorphe produit par l'insertion d’'un éEmh P dans le premier exon du géene
Hsc70-4(Schmuckeret al, 1997) L’autre alléle utilisé est I'allél¢4sc70-2** produit par
mutagénese a I'N-éthyl-N-nitrosourée (ENU) (Mollaagabaet al, 2001). C’est un alléle
antimorphe produisant une protéine HSC70-4 dom¢daine 380 a été changée en proline.
Ces deux alleles sont Iétaux a I'état homozygoss. &lleles interagissent génétiquement avec
des mutations dans les gérfesG: Pc et Ph. Les males hétérozygotétsc70-4°°°%+ et
Hsc70-2*Y%+ ne montrent pas de phénotype homéotique pasiciles males hémizygotes
dspt et hétérozygotesHsc70-4*! ne montrent aucune augmentation du nombre de
transformations homéotiques par rapport aux madesizygotes pour la mutatiafspt. Par

contre avec l'allélgHsc70-4°°%°

une augmentation du nombre de transformationemA5
(43%) ainsi qu’une légere augmentation du nombreaies du peigne sexuel de la patte T1
(9,41 soies) sont observées chez les mdded/Y ; Hsc70-4%°%+. La différence observée
entre les deux alléles pourrait s’expliquer pandéure de I'alléle. L'allélédsc70-4** produit
une protéine ou un seul acide aminé a été échaegéeh Pro en position 380) ce qui n'a pas
d’influence sur les mécanismes observés. A l'invetdnsertion d'un élément P dans la
séquence du gendsc70-4modifierait assez le comportement de la protéma perturber la
fonction de HSC70-4. Nous observons une interactjénétique entre les gendspl et
Hsc70-4 Cette interaction suggere ghec70-4se comporte comme urxG pour activer le

locusiab-6 puisqu’une mutatiomsc70-42>*°augmente I'effetrxG observé lors de I'absence
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de protéine DSP1. A linverséjsc70-4se comporte comme WcG pour réprimer le gene

Scrpuisque la mutatiosc70-4***°supprime I'effetirxG de la mutatiorisp®.

c) Interaction entre dspletmodulo.

Pour étudier l'interaction génétique entlteplet modulg nous avons utilisé l'alléle
mod>"® Cet alléle est produit par l'insertion d’un élémé dans la séquence du géne
modula Les méales homozygotes pour cet alléle sont egfCastrilloret al, 1993). Chez les
males hétérozygotanod’>’® aucune transformation homéotique n’est observés.males
hémizygotegispt et hétérozygotemod’>"® montrent une réduction du nombre de soies sur
le peigne sexuel passant de 8,65 en contdspd & 7,75 chez le double mutant. Il y a une
interaction génétique entre les alléspt et mod”*"° qui suggére que DSP1 et Modulo
participent a I'activation du gene Scr comme lastgines TrxG.

d) Interaction entre dsplet RpLPQ

L'alléle RpLPG™*** a été utilisé pour étudier I'interaction généticemtre dspl et
RpLPQ Celui-ci a été produit par insertion d’'un éléméntans le premier intron du gene
RpLPQ RpLP(***est un alléle gain de fonction hypermorphe supsenasde PEV (Frolov et
Birchler, 1998). Les males hétérozygot&oLP0*** ont un nombre important de
transformations homéotiques A6 en A5 (91%) compacélui des males hémizygotspt
(10%). La protéine RpLPO se classe parmi les Pd&gpa sa surexpression réprime le locus
iab 6. Lorsque les deux alléledspt et RpLPG***
(dsp2/Y ; RpLP™*+), le nombre de transformations A6 en A5 est réduib1%. La
présence de l'alléldspZ réduit le nombre de transformations homéotiquesA®S5 dues a
l'alléle RpLPG™* L'absence du produit du gérispl réduit I'effet de RpLPO sur la

répression et/ou I'absence d’activation du lols6 contrélant le genédbd-B Ceci indique

sont présents dans le méme individu

gue la protéine RpLPO a besoin de la protéine Df&ids la répression du géAbd-B

e) Interaction entre dspletRm62

Afin d’étudier I'interaction génétique entasplet Rm62 nous avons utilisé l'allele
Rm62'%% Cet alléle a été produit par I'insertion d’'unréknt P dans la séquence du géne
Rm62 Cet allele produisant trés peu de protéine Rnil6erait un allele hypomorphe. A
I'état homozygote, celui-ci est Iétal (BuszczakSgradling, 2006). Les males hétérozygotes
Rm62'%%® ne montrent aucune transformation d’haltéres essaitandis que les males

hémizygotesdspl et hétérozygoteRm62°%° montrent une augmentation du nombre de
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transformations T3 vers T2 (1,3% par rapport a (), Pour les transformations A6 vers A5,
2% des males hétérozygoem62'°®et 10% des males hémizygottspT ont des soies sur
le sternite A6. Ces pourcentages augmentent & 4#% les individus hémizygotesp? et
hétérozygotefRm62'%%¢ Ces résultats indiquent que les produits dessyésel et Rm62

régulent ensemble les géndisx andAbd-Ben se comportant comme des TrxG.

f) Conclusion

Le génedsplinteragit génétiguement avec les gemed-38 mod RpLP0,Hsc70-4et
Rm62 Ces interactions nous ont permis de préciselapiétaient les fonctions régulées par
nurf-38 mod Hsc704, RpLPOetRm62(Tableau 10).

Tableau 10 Les effets (PcG ou trxG) des interactions génétigeatre la mutation dsplet
les mutations nurf-38%2 Hsc70-4* Hsc70-4%%° mod”*"° RpLPP™* Rm62%% sur
les genes Scr, Ubx, Abd-B (locus iah 6)

Interaction avec la mutation

dspt Géne régulé
Scr Ubx Abd-B (iab6)

nurf-3816102 - - trxG
Hsc70-4*1 - - -
Hsc70-43%0 PcG - trxG

mod "> trxG - -
RpLPG*>* - - PcG
RmM621086 - trxG trxG

2. Caractérisation des interactions entre DSP1l et s es
partenaires.

Nous avons caractérisé une interaction génétiquee da mutationdspt et les
mutations dans les genasrf-38 mod RpLPO,Hsc70-4et Rm62ce qui nous a permis de
préciser les génes qu’ils régulent avec la prot€B&1. Ces protéines ayant été identifiées
comme partenaires potentielles de la protéine D8HRaut confirmer l'interaction entre la
protéine DSP1 et les protéines Rm62, NURF-38, MpdHISC70-4. De plus, je dispose
d’anticorps dirigés contre la protéine Pontin plaguelle je n'ai pas de mutant. Les travaux
effectués sur l'interaction entre DSP1 et Rm62afatid’'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 multigioptes d’'une taille de 100 a 1
MDa. De plus, la taille du complexe contenant latgine DSP1 varie au cours du temps.
Nous avons voulu savoir si les protéines identfises de I'immunopurification pouvaient
faire partie de complexes contenant la protéine DSRr gradient de glycérol, j’ai séparé les
complexes protéiques extraits d’embryons agés de 12 h et de 12 a 24 h. A laide
d’anticorps appropriés, les protéines DSP1, NURFR#tin, Modulo et HSC70-4 ont été
repérées dans les fractions des gradients de gly¢égure 42).

Dans les embryons agés de 3 a 12 heures, la proB&P1l est présente dans les
fractions 5 a 15 correspondant a des poids moliéeslae 50 kDa a 669 kDa et plus. Au
moins dans la fraction 5, la protéine DSP1 serg@isgnte a I'état libre dans 'embryon. Dans
les fractions supérieures, DSP1 est présente dam®mplexes protéiques allant de 100 a 669
kDa et plus.

La protéine HSC70-4 est présente dans les frac8an4.0 correspondant a des poids
moléculaires de 150 a 200 kDa. Il n'y aurait pasfatene libre de la protéine HSC70-4
puisque celle-ci apparait a un poids moléculaire’@ekDa en Western Blot. HSC70-4 est
associée a des complexes allant de 150 a 200 kizalelmembryons ageés de 3 a 12 heures.

Modulo est présente dans les fractions 5 a 15 spporedant a des poids moléculaires
de 50 kDa a 669 kDa et plus. Le poids moléculaireeové de la protéine Modulo est de 75
kDa. Dans les fractions 5 et 6, Modulo est présentétat libre. La protéine Modulo est
associée a des complexes protéiques dont le patEcuataire est compris entre 100 et 669
kDa et plus.

La protéine NURF-38 est présente dans les fracoaid5 correspondant a des poids
moléculaires allant de 40 kDa a 669 kDa et pluspdiés moléculaire observé de la protéine
NURF-38 est de 40 kDa. Dans les premieres fractthngradient, NURF-38 se retrouve a
I'état libre dans les extraits protéiques embryamsa Elle est aussi associée a des complexes
multiprotéiques dont le poids moléculaire est camentre 50 kDa et 669 kDa et plus.

La protéine Pontin est présente dans les fractléna 15 correspondant & des poids
moléculaires de 200 kDa a 669 kDa et plus indiquanit n'y a pas de forme libre de la
protéine Pontin car le poids moléculaire observ®detin est de 55 kDa. La protéine Pontin
est présente dans des complexes dont le poids nhaikécest compris entre 200 kDa et 669

kDa et plus.
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A: Embryon 3 - 12 heures

35
10 % glycérol
48 158 kDa 232kDa 669 kDa
+ 1 2 3 45 6 7 8 91011 1213 14 15
DSP1 B 1 4 DSP1
+ 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15
HSC70-4 4 HSC70-4
+ 12 3 4 5 6 7 8 9101112 131415
MODULO —_—— 4 MODULO
+ 12 3 4 5 6 7 8 91011 12 131415
NURF-38 . et e e e e o e ( NURF-38
+ 12 3 4 5 6 7 8 9101112 131415
PONTIN . - { PONTIN
B: Embryon 12 - 24 heures
35
10 % glycérol
48 158 kDa 232kDa 669 kDa
+ 1 2 3 45 6 7 8 91011 1213 14 15
+ 12 3 4 5 67 8 9 1011 1213 14 15
HSC70-4 4 HSC70-4
+ 12 34 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15
MODULO 4 MODULO
+ 12 3 45 67 8 91011 12 131415
NURF-38 B e e e 0 B 0 e e e b { NURF-38
+ 12 3 4 5 6 789 1011 12 13 14 15
PONTIN ——

4 PONTIN

Figure 42: Western blot avec des anticorps anti-DSP1, HSC7(vihdulo, NURF 38 et
Pontin sur les fractions issues du gradient de d@yal. A: extrait des embryons agés de 3-
12h etB: extrait des embryons agés de 12-24h. Les nuneaosspondent aux différentes
fractions. Les fractions ou sont présentes lesginets sont indiquées en rouge.
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Dans les embryons agés de 12 a 24 heures, le gesfiprotéines HSC70-4, Modulo,
NURF-38 et Pontin est sensiblement le méme que dekl gradients de glycérol avec les
extraits protéiques d’embryons 3 a 12 heures. Bepiofil de la protéine DSP1 change. En
effet, la protéine DSP1 est présente dans lesdracd a 14 correspondant a des tailles de 50
a 600 kDa. La protéine DSP1 n’est pas présenteraidu tube dans les gradients de glycérol
séparant les extraits protéiques d’embryons agésldlea 24 heures. Donc, le poids
moléculaire des complexes contenant la protéinelD&Rie au cours du temps. Dans les
embryons agés de 3 a 12 heures, la protéine DSRitésente dans des complexes de 100 a
669 kDa et plus alors que dans les embryons agé&8 de24 heures, DSP1 est présente dans
des complexes d’'un poids moléculaire inférieur cosngntre 100 et 600 kDa.

Premierement, toutes les protéines HSC70-4, ModuldRRF-38 et Pontin partagent
des fractions communes avec la protéine DSP1 queiteans les embryons agés de 3 a 12
heures ou dans ceux agés de 12 a 24 heures. [Ranmsryon, DSP1 peut faire partie de
complexes contenant ces quatre protéines.

Pour les protéines HSC70-4, NURF-38 et Pontin,rtdilpdes complexes contenant
ces protéines a déja été publie. Pour la protéir@CH-4, Mollaaghababa et ses
collaborateurs ont séparé les protéines extraitemltyons agés de 3 a 12 heures par
tamisage moléculaire sur une colonne Superose figaghababat al, 2001). La présence
de la protéine HSC70-4 est ensuite repérée danbdeons par Western Blot. Le poids
moléculaire des complexes contenant HSC70-4 espigsrentre 66 kDA et 669 kDa et plus.
Dans mon expérience, la protéine HSC70-4 est assacdes complexes allant de 150 a 200
kDa. Le poids des complexes contenant la prote®E€ -4 est bien inférieur a celui observé
par Mollaaghababat al La différence pourrait s’expliquer par la sengibide la révélation
du Western Blot. Mollaaghababa utilise la chimilogscence dont le seuil de détection est
supérieur a la révélation par colorimétrie queljag. Dans notre expérience, je n'observerais
gue le pic majoritaire de la protéine HSC70-4 obSepar Mollaaghababa et ses
collaborateurs. La différence observée pourraitledgant s’expliquer par les conditions
d’extraction des protéines qui sont différentes.|aA différence de Mollaaghababa, je
n’extrairais des noyaux qu’une faible quantité degine HSC70-4.

Le profil des complexes embryonnaires contenaptdééine Pontin a été publié par
(Diop et al, 2008). Bien gu'il n’y ait pas d’indication deilte, le fait que la protéine Pontin
soit présente dans les mémes fractions que laipeoBRM donne une indication sur la taille

du complexe contenant Pontin. La taille du complBRM est de 1 a 2 MDa. Dans notre
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expérience, la protéine Pontin est présente dansam®plexes dont le poids moléculaire est
compris entre 200 kDa et 669 kDa et plus. Ce réselt compatible avec celui publié par
Diop et ses collaborateurs.

La protéine NURF-38 fait partie du complexe de rdelage de la chromatine NURF
(NUcleosome Remodeling Factor). La taille du comel®URF est de 500 kDA dans les
embryons agés de 0 a 12 heures (Tsukiyama et WAg).1DPans les embryons de 3 a 24
heures, la protéine NURF-38 fait partie de compdestent le poids moléculaire est compris
entre 40 kDa a 669 kDa et plus. Ce résultat, eardavec celui publié par Tsukiyama et Wu,
indique que la protéine NURF-38 interagirait aves domplexes d’une taille plus importante
que le complexe NURF.

Aucune donnée moléculaire sur la taille des comgdepontenant la protéine Modulo
n‘a été publiée. La protéine Modulo est présentasddes complexes dont le poids
moléculaire est compris entre 100 kDa et 669 kDalwet. Ceci est en accord avec le fait que
Modulo interagit avec PRC1 qui est un complexe damaille est supérieur a 1 MDa (Saurin
et al, 2001).

En conclusion, les protéines DSP1, HSC70-4, ModNIORF-38 et Pontin partagent
des fractions communes : elles pourraient fairgigoale complexes communs. J'ai décidé

d’approfondir I'étude des interactions entre DSPRm62 au vu des résultats géenétiques.
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b) Avec la protéine Rm62.

(1) Introduction a l'article.

Nous nous sommes intéressés a l'interaction eatnerdtéine DSP1 et Rm62. Les
premiers résultats d’interaction génétique edsplet Rm62ont montré que les produits de
ces genes regulent ensemble deux cibles commuessgénedJbx et Abd-B Cette forte
interaction génétique nous a poussé vers la caisatién de l'interaction physique entre
DSP1 et Rm62. La protéine Rm62 est une ARN héliéaeites DEAD. Les hélicases sont
des protéines qui rompent les interactions doubte dntre ADN, ARN et les duplex ARN-
ADN en utilisant I'énergie libérée par I'hydrolyse 'ATP. Les hélicases sont regroupées en
cing superfamilles nommées SF1 a SF5. Les ARN dsdi& a boites DEAD sont classées
dans la famille SF2 dont les protéines sont actvégtat de monomeére ou de dimeére. Les
noms de ces hélicases sont dérivés de la séquamiged aminés D-E-A-D (Asp—Glu—-Ala—
Asp). Les ARN hélicases a boites DEAD sont assecédous les processus impliquant
'ARN (Cordin et al, 2006). Ces protéines, souvent multifonctionselsont des cofacteurs
(coactivateur ou corepresseur) des protéines ingdig dans la régulation de la transcription
des génes (Fuller-Pace, 2006). A ma connaissamué2Rerait la premiere ARN hélicase a
boites DEAD identifiée comme régulant les geneséduaiigues. C’est pourquoi, nous avons
voulu caractériser I'interaction entre les protéifi@SP1 et Rm62. Puis, nous avons précisé
génétiquement le réle du produit du g&rm62 Ce travail a fait I'objet d’'un article publié par
le journal Genesis « Rm62, A DEAD-Box RNA Helicaggpmplexes With DSP1 in
Drosophila Embryos » (Lamiabét al 2010).

110



genesis

genesis
The Journal of Genetics and Development

Rm62, a DEAD box RNA helicase, complexes with DSP1 in
Drosophila embryos

Journal: | genesis

Manuscript ID: | gen-2009-0105.R1

I
| Wiley - Manuscript type: | Article

Date Submitted by the
Author:

Complete List of Authors:  Lamiable, Olivier; CBM
Rabhi, Makhlouf; CBM
Peronnet, Frédérique; UPMC
Locker, Daniel; CBM
Decoville, Martine; CBM

Drosophila melanogaster, dspl, Rm&2, RNA helicase, Enhancer of

Reywards; trithorax and Polycomb, chromatin, multimeric protein complex

& scholarong

Manuscript Central

J ohn Wiley & Sons, Inc.

111



Page 1 of 23

00 =~ @ LN Is ) R

w

genesis

Rm#62, a DEAD box RNA helicase. complexes with DSP1 in Drosophila embryos
Lamiable O®*., Rabhi M*., Peronnet F't’.. Locker D*, and Decoville M .

*Centre de Biophysigue Moléculaire, CNRS UPR 4301, conventionnée avec 1'Université
d'Orléans, 45071 Orléans. France.

§ Université Pierre et Marie Curie-Paris6, UMRT622 Paris, F-75005 France; Centre Nationale
de la Recherche Scientifique. UMRT7622, Laboratoire de Biologie du Développement. Equipe

Chromatine et Développement, Paris. F-75005 France

Summary

Tweo main classes of proteins, Polycomb group (PcG) and Trithorax group (TrxG) play a key
role in the regulation of homeotic genes. These proteins act in multimeric complexes to
remodel chromatin. A third class of proteins named Enhancers of Trithorax and Polycomb
(ETP) modulates the activity of TrxG and PcG, but their role remams largely unknown, We
previously identitied an HMGB-like protein, DSPI (Dorsal Switch Protein 1), which was
classified as an ETP. Preliminary studies have revealed that DSP1 is involved in multimeric
complexes. Here we identify a DEAD box RNA helicase, Rm62, as partner of DSP1 in a 250
kDa complex. Coimmunoprecipitation assays performed on embryo extracts indicate that
DSPl and Rm62 are associated in 3 to 12h embryos. Furthermore, DSP1 and Rmo62
colocalize on polytene chromosomes. Consistent with these results a mutation in Rm62
enhances a null mutation of dsp/ and also mutations of r7xG or PeG, suggesting that Rm62
has characteristics of an ETP. We show here for the first time that an RNA helicase is

involved in the maintenance of homeotic genes.

Keywords : Drosophila melanogaster; dspl; Rm62; RNA helicase; Enhancer of trithorax and

Polycomb; chromatin; multimeric protein complex
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INTRODUCTION

Initially discovered in Drosophila melanogaster as regulators of homeotic genes (Hox genes),
Polycomb group (PcG) proteins and Trithorax group (TrxG) proteins act on chromatin
modification and ensure the maintenance of gene expression patterns during development.
These two classes of proteins have antagonist functions; PcG proteins maintain transcriptional
repression whereas TrxG proteins maintain transcriptional activation. In addition te their role
in Hox gene regulation, PcG and TrxG proteins are involved in many developmental
processes and diseases. These proteins are present in mammals, insects and plants where they
regulate hundreds of genes (Rajasekhar and Begemann, 2007; Sparmann and van Lohuizen,
20086).

PeG and TrxG proteins act at the chromatin level as part of multimeric complexes
(Grimaud et al., 2006; Schuettengruber et af, 2007). Three PcG complexes have been
biochemically characterized: PhoRC, Polycomb repressive complexes | and 2 (PRC1, PRC2).
The PhoRC complex includes the sequence specific DNA binding protein Pleichomeotic
(Pho) and dStmbt which binds to mono and dimethylated lysine 9 of histone H3 (H3K9) and
lysine 20 of histone H4 (H4K20) (Klymenko et ai., 2006). The core complex of PRC2
contains Extra Sex Combs (ESC), Suppressor of zeste 12 [Su(Z)12], Enhancer of zeste [E(Z)]
and Nurt-35. The E(Z) subunit contains a SET domain which trimethylates lysine 27 of
histone H3 (H3K27me3). Additional proteins interact with PRC2 like the histone deacetylase
RPD3 and Polycomblike (PCL) (Miiller er af., 2002; Tie et al., 2001). The PRCI complex
binds H3K27me3 through the chromodomain of Pelycomb (PC). PC is a subunit of the core
complex of PRCI which contains also Polyhomeotic (PH). Posterior sex combs (PSC) and
dRING (Shao et al., 1999). Additional proteins are associated to the core complex such as
TBP-associated factors (TAFs) or the DNA binding protein Zeste (Saurin ef al., 2001).

In Drosophila. two TrxG complexes have been purified so far. The BRM complex is
an ATP-dependent chromatin remodelling complex which contains the SWI/SNF protein
Brahma (BRM) and the proteins Moira, Osa and Snf53-Related | (Papoulas ef al., 1998). The
TAC1 (Trithorax Acetylation Complex) complex contains Trithorax (TRX) which
trimethylates lysine 4 of histone H3 (H3K4me3) through its SET domain, the CREB Binding
Protein (dCBP) and SBF1 (Petruk er al., 2001). Two other TrxG complexes have been
identified: ASHI and ASH2 complexes (Absent, Small, or Homeotic discs | or 2). The ASHI1
protein alse contains a SET domain and interacts with dCBP (Bantignies er al, 2000;

Papoulas et al., 1998).
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The activity of PcG and TrxG proteins is modulated by a third class of maintenance
proteins named Enhancers of Pelycomb and Trithorax (ETP). This term was proposed by
Gildea ef al, (2000) who have shown that mutations in a set of 6 genes originally identified as
PcG genes |Asx, E(z), E(Pc), Psc, Scm and Su(z)2], enhance rxG phenotypes. ETPs play a
dual role in repression and activation of Hex genes. which is distinct from that of PeG and
TrxG. Further studies identified other ETP proteins, such as GAF or Pho. which directly binds
a PC-containing complex as well as the BRM complex (Mohd-Sarip ef al.. 2002). However
the mode of action of ETPs remained elusive. Some ETPs belong to PeG complexes [E(Z),
PSC and SCM] but most of them [such as ASX, Corto, GAF and Su(Z)2] have not been found
in PcG or TrxG complexes. One hypothesis 1s that ETPs by transiently interacting with PcG
or TrxG complexes help their recruitment at target sites onto chromatin. Several ETPs have
been found in the nucleus and on polytene chromosomes, and some of them (Corto, DSP1,
ASX) bind to maintenance elements (ME) of Hox genes (Milne er al., 1999; Salvaing et al..
2006).

The dspl gene was previously classified as an ETFP (Decoville et af., 2001). A null
mutation in dspl causes anterior transformations such as haltere to wing transformations
which are trxG phenotypes. posterior transformation such as A4 transformed into A5 linked to
FPcG phenotype, and enhances several frxG mutations. The dsp! gene encodes a HMGBE
protein of 386 amino acids with two HMG boxes. HMGB proteins are known to bind to
curved or distorted DNA and to bend DNA (Thomas and Travers, 2001), The DSP1 protein is
ubiguitously expressed during development and is localised in the nucleus. DSP1 is found at
170 sites on polytene chromosomes, some of which are common with those of PeG or TrxG
proteins. However, DSP1 has not been found stably associated with PcG or TrxG complexes.
DSPI has been shown to bind to maintenance elements of Hox genes, in particular to the ME
of Scr(Salvaing et al., 2006) and to the minimal Polycomb Response Element Fab-7 where it
is necessary for the recruitment of PH (Déjardin et al.. 2005). In a preliminary study, we have
shown that DSP! was part of stable complexes in embryos (Rappailles er al., 2002).

Here we characterise DSPl-containing complexes. We have shown that DSP1 is
involved in different complexes during embryonic development. We performed an
immunopurification of embryonic complexes using anti DSP1 antibodies to identify the
partners of DSPL. Several proteins were revealed by mass spectrometry analysis of the DSPI
interacting partners. Among them., Rm62, a mammalian homolog of the DEAD-box RNA
helicase P68, is detected. To date RINA helicases have never been implicated in PcG or TrxG

complexes. Therefore, we performed genetics and biochemical studies to try to understand the
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biological function of Rm62 in PcG or TrxG regulation. Our results suggest that Rm62 is a

novel ETP and regulates homeotic genes together with DSP1.

RESULTS

DSP1 is present in a new complex

Genetic interaction studies have suggested that DSP1 could physically be involved in
multimeric complexes (Decoville et af. 2001). To date, DSP1 has not been found in the
different PcG or TrxG complexes identified. In a preliminary study we have shown that DSP1
was not in a monomeric form in vive. but was mostly involved in a multimeric complex of
about 200 kDa in size (Rappailles er al., 2002). In addition, a faint signal was also detected in
high molecular weights (IMDa), suggesting that DSP1 could be associated with different
complexes. some of them being of very high molecular weight. To identity DSP1-associated
proteins, we isolated DSP1 complexes from 1 to 20h embryonic extracts by immunoaffinity
purification using purified antibodies directed agamst DSPI fixed on agarose beads. After
elution. the fractions were separated on SDS PAGE. Several discrete bands not found in the
control experiment (IgG coated beads) were resolved after staining with Coomassie blue (Fig.
la). The most intense band appeared to be DSP1, judging from its mobility and detection with
anti DSP1 antibodies {(data not shown). Proteins corresponding to other bands were identified
by mass spectrometry. Among them. the analysis revealed the presence of Rmb62. a DEAD-
box putative RNA helicase. Since this protein family has not been previously found involved
in PeG or TrxG complexes, we focused our study on Rm62. Other DSPI interacting proteins
will be described elsewhere. To validate the interaction between DSP1 and Rm62, we
engineered a transgenic strain expressing a C-term FLAG-tagged DSP1. Embryonic nuclear
extracts (1 to 20h) were fixed on FLAG antibodies coated agarose beads. After elution by
competition with a FLAG peptide, the eluted proteins were analysed by Western blot using
anti-FLAG antibodies and anti-Rm62 antibodies (Fig. Ib). A control experiment was

performed using embryonic extracts from the pldis

strain without the transgene. It clearly
appears that Rm62 coprecipitates with FLAG-DSP1. This result confirmed that DSP1 and
Rm#62 physically interact in Drosophila embryos.

In order to determine the size of the complex containing DSP1 and Rm62 and to better
understand their association. we fractionated embryonic extracts (0 to 24h) on a 10-35%

glycerol gradient and performed immunoprecipitation from pooled fractions (Fig. le, d). As

previously shown by fractionation on a Sepharose 400 column, complexes containing DSP1
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were found in fractions 7 to 11 (130 to 250 kDa) and alse in the bottom of the gradient (> 669
kDa). Rm62 and DSPI co-fractionated, as Em62 is found in fractions 9 to 15. The broad
distribution of DSP1 and Rm62 suggests that these proteins are probably invelved in multiple
different complexes. To determine the size of the complex containing both DSP1 and Rm62.
we carried out immunoprecipitation from pooled fractions 8-9. 11-12 and 14-15 (Fig. 1d). As
shown, anti-DSP1 antibodies coimmunoprecipitated Rm62 mainly from the pooled fractions
11-12, but not from the pooled fractions 14-15. These data indicate that DSP| and Rm62 are

only associated in a 250 kDa complex and not in larger ones.

Ubiquitous expression of Rm62

We have previously shown that DSPI1 is ubiquitously expressed throughout the
embryonic development. It is also expressed in imaginal discs and salivary glands of third
instar larvae, and in head and ovaries of adults (Mosrin-Huaman et af., 1998). Rm62 is
expressed in ovaries of adults. in larvae, salivary glands and in 0 to 12h embryos (Buszezak
and Spradling, 2006). To obtain a more precise pattern of expression of Rm62, we performed
Western blot experiments with anti-Rm62 antibodies, using extracts of staged embryos,
various imaginal discs from third instar larvae and several adult tissues (Fig. 2). Two bands
were detected with the anti Rm62 antibodies as described by Buszezak and Spradling (2006),
which could correspond to two Rm62 isoforms. Rm62 is present at every embryonic stages, in
all the larval imaginal discs tested (T1 and T3 legs, wings, halteres) and in adult head, testis,
and ovaries. The presence of Rm62 in ovaries, in non-fertilized eggs and in O to 3h old
embryos indicates that Rm62 is maternally flowed into oocytes such as DSP1. Therefore,
DSPl and Rmé62 are simultaneously expressed, except in adult testis where DSPI1 is
undetectable.
DSP1 and Rm62 are involved in different complexes during embryogenesis

Several PcG complexes have been shown to underge dynamic changes during
embryogenesis (Tie er al., 2003). In order to determine the temporal pattern of the interaction
between DSP1 and Rm62, we performed fractionation of staged embryo extracts on glycerol
gradient followed by coimmunoprecipitation assays. The fractionation of nuclear extracts
from 8 to 12h embryos, shown in Fig.3, revealed that the sedimentation profiles of DSP1 and
Rmé62 partially overlap in fraction 8 to 15. In 12 to 24h embryos, DSP1l was no longer
detected in large complexes (669 kDa), in contrast, Rm62 was mostly detectable in large

complexes suggesting that DSP1 and Rm62 are not involved in the same complex at this
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stage. The two proteins showed a broad distribution, suggesting that they are involved in
multiple different complexes.

Coimmunoprecipitation experiments using anti-DSP1 antibodies and staged embryos showed
that the Rm62/DSP1 complex was found in young embryos (3 to 12 h). The weak intensity of
the Rm62 band suggests that only a small fraction of Rm62 is involved in the DSP1/Rm62
complex at this time of development.

The DSP1/Rm62 complex is involved in regulation of Hox gene expression

Next, we performed genetic studies to understand the biological function of the
DSPI/Rm62 complex. DSP1 was previously shown to be involved in maintenance of several
Hox genes, We analyzed the interaction between a null mutation of dsp/ (dsplr) and a loss of
function mutation of Rm62 (Rm62"%"), The resulting phenotypes were studied in males
hemizygotes for dspl’ and heterozygous for Rm62°"™ because Rm62 is essential for
development {Table 1).

First, we looked for transformations of halteres inte wings [thoracic segment 3 (T3) to
thoracic segment 2 (T2) transformation] which reflect a lower expression of Ubx in T3 than in
the wild-type. Males heterozygous Rm62%1%/4 did not show any T3 to T2 transformation,
and 0.7% of males hemizygous for af.s_rr.‘“l display T3 to T2 transformations. In contrast. in
1.3 of males hemizygous for dspl' and heterozygous for Rm62"'™ T3 0 T2
transformations are observed. We also searched for A6 (abdominal segment 6) to A5
(abdominal segment 5) transformations which are characterized by bristles on male A6 due to
defect in the iab-6 regulatory element of the Abd-B gene. We observed bristles on A6 in 8%

*9%/4 males. The frequency

of hemizygous a’spf’l;’}’ males and in 3% of heterozygous Rm62
was increased to 38% in males dspl'ty; Rm62°""%4 These results indicate that the
DSPI/Rm62 complex could be involved in the regulation of Abd-B., and more precisely
through the iab6 cis-regulatory element for the Abd-E gene.
Chromosomal colocalization of DSP1 and Rm62

We have previously described the binding of DSPl onto polytene chromosomes,
where it associates with 173 specific chromosomal sites (Salvaing er al., 2006). Rm62 has
also been reported to be associated with puffs on polytene chromosomes (Buszczak and
Spradling, 2006). To further investigate the association of DSP1 and Rm62 in vivo, we
examined the ce-localization of DSP1 and Rm62 on polytene chromosomes. As shown in
Figure 4, the two proteins bound many sites as expected. Rm62 colocalized with many but not

all DSPI sites. The inverse was also true, DSP1 did not colocalize with all the Rm62 binding

sites. These results are consistent with biochemical and genetics data presented above.
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In order to investigate the role of DSP1 in Rm62 recruitment to chromosomal sites, we
attempted localization of Rm62 on polytene chromosomes from dspf'r mutants.
Unfortunately, polytene chromosomes from dspl! mutants were of poor quality and did not
allow to determine precisely it Rm62 binding sites were lost in the absence of DSPI1.
Nevertheless these results indicate that DSP1, or the chromatin complexes associated with it.
are involved in the integrity of the chromosomes.

Rm#62 has characteristics of an ETP

As we showed that a loss of function mutation in Rm62 is able to enhance the
phenotype associated with a null mutation of dspl, we next asked whether the Rmp2"0%0
mutation is also an enhancer of other rrxG or PcG mutations. To address this question we
crossed Rm62%“%/TM3 males with females heterozygous for a trxG or FeG mutation and we
analysed the phenotypes of the doubly heterozygous in the offspring (Table 1). When crossing
with #rxG mutants, we focused on T3 to T2 and A6 to A5 homeotic transformations that
reflect Ubx and Abd-B misregulation. respectively. When crossing with PcG mutants, we
examined the number of T3 and T2 leg transformations into Tl leg and the number of teeth
per sex-comb, these phenotypes reflecting the activity of the Sex combs reduced (Scr) gene.

Interaction with trxG genes was studied with mutant alleles of #rx (n'.rﬂ, an amorph
allele) and brm {br’mz{ an amorph allele). No increase in the number of transformations of
halteres into wings or A6 into A5 was observed in males doubly heterozygous for Rm62%/%°
and brrr’. In contrast, transformation of halteres into wings, and to a lesser extend of A6 into

LS

A5, was observed in the doubly heterozygous trx"1 Rm62 . We also studied the interaction

4086 i " , .
and another allele trx’, but no increase of homeotic transformations was

between Rm62
observed. This can be explained by the hypomorph nature of the trx’ allele which probably
produces normal TRX protein but at a reduced level (Breen and Harte, 1991; Ingham, 1985;
Ingham and Whittle, 1980).

Interaction with Pe displayed an enhanced extra sex comb phenotype of Pe: 95% of
males heterozygous Rm62"0% sp e showed T2 and T3 transformed into T1 instead of 64% in
males Pc'/+ and 0% in Rm62""“* /4. We also examined the number of teeth of the extra sex
comb on T2 and T3 legs. The average number of teeth on T2 was 2.4 in the double mutant

Rm62919% sp!

vs. 1.5 in the single mutant Pc's+. A similar result was observed for T3 legs
(0.9 teeth in doubly heterozygous males vs. 0.4 in single mutant). These data reveal that the
Rr62”" mutant is able to enhance the phenotype of trxG or PcG mutants, and therefore that

Rm62 displays characteristics of an ETP.
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DISCUSSION

DSPl is a HMGBE protein which behaves as an Enhancer of Trithorax and Pelycomb. Indeed,
a dspl null allele enhances the haltere te wing transformation of several mxG mutants (ash/,
trx), whereas male hemizygotes for this allele exhibit transformation of A4 segment mto a
more posterior one, which is a PeG phenotype (Decoville et al., 2001). Furthermore, using
chromatin immunoprecipitation (ChIP) coupled with genome wide high-density tilling arrays
Schuettengruber et al. (2009) have shown that DSP1 binds to 225 PeG and 1182 TrxG
binding sites as expected for an ETP. DSPI is also involved in the recruitment of PcG
proteins at the Fab-7 locus (Déjardin er af., 2005). Little is know about the mode of action of
ETP. To date, DSP1 has not been found in any PcG or TrxG complex purified. Considering
these data, we asked whether DSP| was also associated with other proteins in a multimeric
complex. Analysis of embryonic protein extracts by gel filtration revealed that DSP1 was not
in a monomeric form. DSP1 showed a broad distribution (130 kDa to > 669 kDa) suggesting
that it 1s involved in complexes of different sizes. This i1s consistent with the observation that
DSPI1 exhibits physical and genetic interactions with different factors. Moreover. the dsp/
mutant displays a pleiotropic phenotype, suggesting that DSP1 can direct various functions by
interacting with different complexes. For example, it has been demonstrated that DSPI
interacts with the Bicoid protein in very young embryos to regulate the gap segmentation gene
knirps (Daulny et al., 2003). Moreover. DSPI has been found to play a repressive role in
innate immune response in Drosophila by forming a repressosome complex with dAP-1 and
Stat92E (Kim et al., 2007). This complex is recruited with HDACI to the promoter regions of
NF-«B target genes and inhibits transcription.

During embryogenesis, the size of DSP1 complexes differs. DSP1 was mostly found
in a complex of about 200 kDa, but also in a higher molecular mass one (> 669 kDa). The
association of DSP1 with this high molecular mass complex is only transient as DSP1 is no
longer found in > 669 kDa complex in 12 to 24h embryonic extracts. DSP1 shows the same
distribution in embryonic extracts from 3 to 8h or 8 to 12h embryos (data not shown). In
addition we have observed that DSP1 15 only found in low molecular mass fractions (< 200
kDa) in very young embryos (0 to 3h) extracts (data not shown). One of the functiens of
DSP1 is to recruit PcG proteins. This can explain why DSP1 is not always associated with a >
669 kDa complex, if considering that DSP1, once PcG proteins recruited, dissociates.
Similarly, PCL or RPD3, components of the | MDa PRC2 complex., show a transient
association with the | MDa PRC2 complex (Tie er al., 2003).
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DSPI belongs to the HMGB family, which has several members in Drosophila. Apart from
the uncharacterized CG7045 and CG7046, the others HMGB proteins have been implicated in
chromatin remodelling. SSRP1 is a component of the FACT complex (Shimojima et al.
2003), BAPI11 and Polybrome (BAP180) are part of the BRM complex (Mohrmann er al..
2004; Papoulas ef al., 2001), and HmgD/Z have been shown to genetically interact with brm
(Ragab et al., 2006). This is not true for dsp/f as it interacts with trx but not with brm. Mass
spectrometry analysis of the proteins immunopurified along with DSP1 did not reveal any
peptides corresponding to known TrxG proteins (data not shown). This is consistent with the
size of the complex containing DSP1 which does not correspond to any identified complex.
This could indicate that different HMGB proteins participate in chromatin remodelling at
specific subset of promoters. This was also suggested by results of genetic interactions. dsp/
enhances the #rx phenotype but not the brm one, in opposition to HmgD/Z (Ragab et al.,
20086).

DSP1 interacts with the DEAD-box RNA helicase Rm62.

As DSPI1 is part of new multimeric complexes, we then identified the proteins interacting with
DSPl using immunoprecipitation. Mass-spectrometry analysis of DSP1 associated proteins
revealed the presence of Rm62, a DEAD-box putative RNA helicase (also named Dmp68).
Rm62 is encoded by an essential gene Rm62 also called Lighten up (Lip). The Lighten up
gene has been identified in a mutagenic screen to detect dominant second site modifiers of
white-blood, a retrotransposon induced allele of the white eye colour locus (Csink er al.,
1994). It has also been shown to be a suppressor of pesition effect variegation, suggesting a
role in chromatin remodelling. In addition, Rm62 regulates negatively the gypsy insulator
activity, suggesting that it plays a role in nuclear architecture and chromatin organisation (Lei
and Corces, 2006). Recently, Buszczak er al, (2006) have shown that Rm62 regulates
transcriptional deactivation. In Rm62 mutants, fisp70 mRNAs accumulate in the nucleus near
its sites of transcription following heat-shock. indicating that Rm62 is required to rapidly
remove transcripts from chromatin, allowing shutting-down of gene activity. In addition,
Rm®62 is required for efficient RNAI in 82 cells (Ishizuka er al., 2002) and Zambon et al.
(2006) have shown that Rm62 is essential for antiviral RNA1 response in Drosophila. Park et
al. (2004) have also identified Rm62 as an alternative splicing regulator. Rm62 is the fly
homolog of mammalian p68 DEAD-box RNA helicase. p68 was one of the first proteins
shown to have in vitro RNA helicase activity (Ford ef al., 1988; Hirling ef af., 1989). A
second DEAD-box RNA helicase. p72, is very similar to p68 (90% amino acid sequence

identity over the conserved core), co-localizes and interacts with p68 (Lamm er al. 1996).
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These two proteins exhibit multiple functions. p68 and p72 are invelved in both pre-mRNA
and pre-rRNA processing. Similarly to Drosophila Rm62, p68 is invelved in alternative
splicing (Camats er al., 2008). More interestingly. p68 and p72 are implicated as co-regulators
of transcription. They co-activate the estrogen-receptor o (ERo) and p53 (Bates er al.. 2005:
Endoh et al.. 1999). Furthermore, p68 was found to interact with the CBP coactivator and
RNA polymerase 1l (Ressow and Janknecht, 2003). Wilson ef al. (2004) demonstrated that
p68 and p72 can also function as co-repressors depending of the promoter and associate with
histone deacetylase 1 (HDACI). Interestingly. their RNA helicase activity is not required for
co-activation or co-repression. Studies about the implication of p68 or p72 on the regulation
of ERa or MyoD suggest that these two proteins play a critical role in promoting assembly of
of the initiation complex and in chromatin remodelling (Caretti er al., 2006, 2007: Endoh er

al.. 1999).

In this work, we show that Rm62 stably associates with DSP1, an ETP, in a complex
of about 2530 kDa in size. However, the DSP1/Rm62 complex is only a small fraction of all
DSPl or Rm62 complexes. Genetic interaction experiments further confirmed this
association. Transformation of A6 into A5 was enhanced in males hemizygous for d'sp;'r and
heterozygous for Rm62"% These results suggest that the two proteins are involved in the
activation of Abd-B through the jab-6 cis-regulatory element. As expected, the two proteins
share binding sites on polytene chromosomes. As Rm62 interacts with dsp/ which is an ETF,
we asked whether Rm62 would interact with other rrxG or PeG. We show that doubly
heterozygotes Rm62" 102 but not Rm62""®fbrm’ ones, exhibit transformation of T3 into
T2, suggesting that Rm62 participates, together with trx, to Ubx regulation. Furthermore, it
shows that Rm62 interacts specifically with frx. similarly to dspi. TRX is part of the Trithorax
Acetylation Complex (TACI), which is composed of three proteins: TRX. dCBP and SBF1,
and acetylates core histones in nucleosomes (Petruk eral., 2001}, On the other hand, we show
that Rmi62 is also able to enhance the Pe sex-comb phenotype, suggesting that it would act as
a repressor of Sex combs reduced. in opposition to dspl which suppresses this Pc phenotype.
Thus it is tempting to draw a parallel between Rm62 and p68 which acts also as a co-activator
or a co-repressor depending of the promoter. Synergism between p68 and CBP has already
been observed (Rossow and Janknecht, 2003) and p68 has been shown to interact with
HDAC! in human. In Drosophila HDACI plays an essential role in homeotic gene silencing,

in particular HDAC/ enhances the extra sex-comb Pe phenotype.
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Our results have two implications: first, in Drosophila, Rm62 (like p68/p72 in
mammals) can act as a co-activator or a co-repressor depending of the considered locus:
secondly. DSPI and Rmé62 regulate the same Hox genes but in different ways according to the
Hox gene. We have demonstrated that Rm62 has characteristics of an ETP as it enhances frx
and Pc mutations. This is the first time that an RNA helicase is shown to be involved in the
regulation of Hox gene expression maintenance. Further work will address the relevance of

Rm62 RNA helicase activity for its function.

MATERIALS AND METHODS
Drosophila strains and genetics

Fly stocks were raised at 22°C on standard cornmeal-agar-yeast medium. Oregon-R,
yih PlPZ}R.ﬂr.rﬁ.-?ma% r_\'jmJ"T'MS, :'}'M Sk’ Ser’ and da::Gal4 were obtained from the
Bloomington Fly Stock Center. The dspl’ null mutation was described in Mosrin-Huaman et
al. (1998). Oregon-R was used as wild-type reference strain. Crosses were performed
according to standard procedures at 22°C. The UAS::dspl-3xFLAG line was constructed by
cloning the cDNA encoding DSPI into the drosophila Gateway vector pPWF and established
by standard P-element mediated transformation (EMBL). To express the tagged DSPI
protein. we tried to construct a strain containing the driver da::Gal4 and the UAS::dspl-
3xFLAG transgene. We used a line with the UAS::dsp/-3xFLAG transgene inserted in the
second chromosome. As we never obtained doubly homozygous tlies. we maintained a strain
heterozygous for da::Gal4d and homozygous for UAS::dspl-3xFLAG: UAS::dspl-
IXAG/UAS: :dspl-3xFLAG ;da::Gald/TM3.
Preparation of embryonic nuclear extracts

W ot UAS::dspl-3xFLAG;

Different stages of embryos were collected from w
da::Gal4/TM3 strains. Nuclear extracts were prepared as described in Klymenko et al. (2006).
Briefly, dechorionated embryos were homogenized with a glass Dounce homogenizer in
buffer NU1 (15 mM HEPES pH 7.6, 10 mM KCL 5 mM MgCl ., 0.1 mM EDTA pH 7.9. 0.5
mM EGTA pH 7.9, 350 mM Sucrose. 2 mM DTT. 0.2 mM PMSF). Lysate was filtered
through miracloth and nuclei were pelleted by centrifugation in Superlite GSA rotor at 9000
rpm for 15 minutes. After discarding the supernatant, the nuclei pellet was resuspended in
low-salt buffer (15 mM HEPES. 20% glycerel, 1.5mM MgCl 5, 20 mM KCI, 0.2 mM EDTA
pH 7.9. | mM DTT, “complete” protease inhibitor cocktail (Roche) and lysed by addition of
high-salt buffer (15 mM HEPES. 20% glycerol, 1.5 mM MgCl,, 800 mM KCL 0.2 mM

EDTA pH 7.9, | mM DTT). Soluble nuclear material was separated from insoluble chromatin
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and lipids by centrifugation in SW33 rotor at 35000 rpm for 1 hour. After dialysis against
NE200 buffer (15 mM HEPES. 20% glycerol, 1.5 mM MgCls, 200 mM KCL 0.2 mM EDTA
pH 7.9, ImM DTT) soluble nuclear extract was removed. quick-frozen in liquid nitrogen and
stored at -70°C.
Immunoaffinity purification of DSP1 complexes

Purification of DSPl complexes was performed on O to 20h embryonic nuclear

extracts from w!''®

strain. Ten milliliters of embryonic nuclear extract were incubated with
200 puL of AminoLink® Plus Coupling Gel (Pierce) coupled with rabbit anti-DSP1 antibodies
or rabbit [gG for 2 h at 4°C. Beads were washed four times with PA buffer (10mM Tris-HCL
pH 8.0, 150 mM NaCL, 0.1% NP40, 2 mM MgCls, 0.1 mM EDTA, 0,5 mM DTT). Proteins
were eluted with ImmunoPure® [gG Elution Buffer pH 2.8 (Pierce). After precipitation by
cold acetone, proteins were taken in lx SDS—Laemmli buffer and loaded on an exponential
4/12% SDS-PAGE gel. Bands of interest were subjected to in-gel trypsin digestion and
LC1D-nanoESI-Q-TOF mass spectrometry at Plateforme de Protéomigue Analytique et
Fonctionnelle du Centre de Recherches INRA Nouzilly.
Co-immunoprecipitation

Five-hundred micrograms of embryonic protein extract were incubated with 20 pL of
DSP1 antibodies coupled with AminoLink® Plus Coupling Gel (Pierce) for 2 h at 4°C.
Immunoprecipitates were washed four times with PA buffer. Proteins were eluted with
ImmunoPure® [gG Elution Buffer pH 2.8 (Pierce). Samples were analyzed by Western
blotting. For immunoprecipitation of DSP1-3xFLAG. embryonic nuclear extracts from
1

da::Gald/TM3; UAS::dspl-3xFLAG/ UAS::dspl-3xFLAG embryos or w
were incubated with 20 puL of ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma) 2h at 4°C. After

embryos (control)

washing with PA buffer, proteins retained on the gel were eluted with 100 pg/ml 3X FLAG
peptide in TBS (Sigma) 8h at 4°C. The presence of proteins of interest was analyzed by
Western blotting.
Glycerol gradient sedimentation analysis

Embryonic extract {1 mg of proteins in 200 pL) was directly loaded onto 4.6 mL of
10%—35% glycerol gradients in 5 mM Tris HCl pH 8, | mM EDTA pH 8. Sedimentation was
done by centrifugation for 18 h at 35000 rpm in a Beckman SW 55 Ti rotor at 4°C. Fractions
(300 wL) were collected and analyzed by Western blotting. Thyroglobulin (669 kDa), catalase
{232 kDa). aldolase (158 kDa). and ovalbumine (48 kDa) were fractionated on separate
gradients that were run in parallel.

Western blot analysis
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Larval and adult tissues were crushed in 10 pl of water, and SDS-Laemmli buffer was
immediately added. Samples were boiled for 5 min prior to loading on a 8% SDS
polyacrylamide gel. Western blotting was performed using the standard method. Briefly, atter
electrophoresis, proteins were electrotransferred onto nitrocellulose membranes using a Tris-
Glycine-Methanol buffer (Tris base 48 mM, glycine 39 mM, SDS 0.037%, methanol 20%).
The blot was blocked for 1h m 3% BSA/PES. and incubated overnight at 4°C with the
primary antibody in 1% milk/PBS. The filter was washed three times in PBS and incubated
for 30 min at room temperature with the secondary antibody in PBS. For the detection, the
filter was stained with NBT and BCIP reagents as described by Promega. Antibodies were
used at the following concentrations: rabbit anti-DSP1 (1:50000, Agrobio). guinea pig anti-
Rm62 (1:3000; kind gift from Busczak. Carnegie Institution of Washington, Baltimore,
USA), mouse anti-FLAG® M2 (1:3000: Sigma-Aldrich), mouse anti-HPI (1:5000: DSHB),
goat anti-guinea pig [gG-AP (1:7500. Sigma-Aldrich), goat anti-mouse IgG-AP (1:7500,
Promega), goat anti-rabbit 1gG-AP (1:7500, Premega).

Immunolocalisation of proteins on polytene chromosomes

Squashes of third instar larvae salivary glands and immunestaining were performed as
described by G. Cavalli (http://www.igh.cnrs.fr/fequip/cavalli/link.labgoodies.html). The T
strain was used for these assays. Rabbit affinity purified anti-DSP1 (1:150) and guinea pig
anti-Rm62 (1:500) were used as primary antibodies. Secondary antibodies (Alexa Fluor® 594
goat anti-rabbit IgG and Alexa Fluor® 488 goat anti-guinea pig [gG, Molecular Probes) were

used at a |:1000 dilution.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. DSPI and Rm62 are part of a 230 kDa complex in embryos. (a) Coomassie staining of
material from nuclear embryonic extracts immunopurified with antibodies directed against
DSPL (IP) or control I1gG (C). (b) Coimmunoprecipitation of Rm62 and DSP1-3xFLAG.
Material eluted from a FLAG affinity resin was probed by Western blotting with Rm#62 or

FLAG specific antibodies (IP). (IN) input material. A control was performed with extracts

RIS 11s

from w strain. (¢) Extracts derived from 0 to 20h w embryos were separated on a 10-
35% glycerol gradient and probed with antibodies against DSPl or Rm62. Sedimentation of
control proteins is indicated on the top. (d) Co-immunoprecipitation of DSPl and Rm62
performed on fractions of the glycerol gradient shown in (c). (IN) input material, (C)
immunoprecipitation with control 1gG, (IP) immunoprecipitation with antibodies against
DSPIL. Pooled fractions used are indicated on the top.

Fig. 2. Rm62 is expressed in embryos, larvae and adult tissues. Western blot probed with anti-

Rm62 and anti-HPI (loading centrol) antibodies. (1) non-fertilized eggs, (2) O to 3h embryos,

(3) 3 to 12h embryos, (4) 12 to 24h embryos, (3) Tl leg imaginal discs, (6) wing imaginal

J ohn Wiley & Sons, Inc.
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dises. (7) haltere imaginal discs, (8) T3 leg imaginal discs, (%) adult head, (10) ovaries, (11)
testis. Rm62 appears as two migrating bands which could correspond to two isoforms of
Rm62 (Buszcak and Spradling, 2006).

Fig. 3. DSPI and Rm62 are only associated in 3 to 12h embryos. Western blot of embryonic
extracts separated on a 10-35% glycerol gradient probed with DSP1 or Rm#62 antibodies. (a) 3
to 12h embryos. (b) 12 to 24h embryos. Sedimentation of control proteins is indicated on the
top. {e) Co-immunoprecipitation of DSPl and Rm62 with DSPl antibodies in 3 to 12h
embryos (IN): input material. (C) immunoprecipitation performed with control [gG, (IP)
immunoprecipitation performed with DSP1 antibodies.

Fig. 4. DSPl and Rm62 partially colocalize on w!itE

polytene chromosomes. (a-c)
Simultaneous detection of DSP1 (red), Rm62 (green) on polytene chromosomes stained with
DAPI (blue). Overlaps appear yellow. (D) Magnification of chromosome 2L extremity
labeled with anti-DSP1 (red) and anti-Rm62 (green). Sites shared by DSP1 and Rmo62 are
shown by yellow arrows whereas single DSP1 sites are shown by red arrows and single Rm62
sites are shown by green arrows.

Table 1. Interactions of the Rm62"™ allele with #rx-G and Pc mutations. Rm62"""/TM3
males were crossed with frxG or Pc mutant females. Resulting male progeny was examined

for homeotic transformations. Data are presented as the percentage of flies showing homeotic

transformations. The numbers in parentheses indicate the number of flies scored.
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(2) Comparaison de Il'immunoprécipitation des protéines

DSP1 simple et double étiquetée.

Dans les travaux présentés dans « Rm62 a DEAD ik Relicase and DSP1 are
component of a novel protein complex Drosophila embryos.», nous avons caractérisé
l'interaction entre DSP1 et Rm62 de deux manie@m®piémentaires. La premiére a été
d’utiliser les anticorps anti DSP1 pour purifies [partenaires de DSP1. Ces partenaires, dont
RmG62 faisait partie, ont été ensuite identifiéesgpectrométrie de masse. Parallelement, j'ai
confirmé les interactions entre DSP1 et Rm62 par simple immunopurification de la
protéine DSP1 étiquetée 3 FLAG en C-terminale etupa double immunopurification de la
protéine DSP1 étiquetée 3FLA3HA en N-terminalepkésence des protéines DSP1 et Rm62

dans I'élution a été repérée par Western Blot (feigiB).

a Simple immunopurification. b  Double immunopurification.

W1118 DSPl?:FLAG WlllB DSP13FLAG3HA

IN E IN E IN E IN E
DSP1 (- “4- DSP1 “w e €DSP13A
Rm62 - e <+ RM62 i —_— <« RM62

Figure 43: Rm62 interagit avec la protéine DSP1"® mais pas avec la protéine
DSPLAGHA - \Western blot repérant les protéines DSP1 et Rn#Zeés §)
l'immunopurification de la protéine DSP1"® avec des anticorps anti FLAG eb)(
l'immunopurification de la protéine DSF1*****avec des anticorps anti HA.

Dans I'expérience de simple immunopurification demplexes contenant la protéine
DSPE€ les protéines DSP1 et Rm62 sont présentes pasmprbtéines éluées (43a). Cela
confirme l'interaction physique entre la protéin8EL et Rm62. Dans I'expérience de double
immunopurification des complexes contenant la pmet®SPE™*"4 |5 protéine DSP1 est
bien présente dans les élutions (43b), mais l&p®tRm62 est absente des protéines éluées.
La protéine Rm62 interagit avec la protéine DSRjuétée en C-terminale par trois peptides
FLAG, mais pas avec DSP1 étiquetée en N-terminaldrpis peptides HA et trois peptides
FLAG. Plusieurs interprétations peuvent étre dosnéén d’expliquer ce résultat. La
premiere explication est qu’il y a une étape defigation supplémentaire pour la purification
des complexes contenant la protéine DSPE*"* par rapport a la purification pour la

protéine DSPT™C. L'interaction entre DSP1 et Rm62 serait faibl&tape supplémentaire
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serait rédhibitoire pour purifier Rm62 avec la gine DSP1. La seconde possibilité est que
I'étiquette trois FLAG trois HA placée en N-Termiegerturbe la capacité de la protéine
DSP1 a se lier avec la protéine Rm62 bien quedtéjpre DSPI*"A soit présente au sein
de complexes protéiques comme la protéine DSP1gendo Troisiemement, Rm62 est

associée avec DS#HHA

mais nous sommes en dessous du seuil de détdetilanprotéine
Rm62. Afin de discriminer ces trois hypothésesseitait possible de faire une seule étape
d'immunopurification avec des extraits plus cono&mten protéine DS " gj |a
protéine Rm62 est présente dans les élutions, dtest bien la seconde étape de purification
qui est rédhibitoire pour la détection de lintdiac entre DSPT-"**HA et Rm62. A
l'inverse, si la protéine Rm62 n’est pas préseatgsdes élutions, la double étiquette perturbe
la capacité de DSP1 a se lier a Rm62. Ce résudtabdtre I'importance de placer I'étiquette
en C et N terminale de la protéine lorsque I'ontuester des interactions protéine-protéine a

I'aide d’'une protéine possédant une étiquette diepte.

(3) Fixation de la protéine Rm62 sur les chromosomes

polyténiques en contexte mutant dspl

Dans l'article, nous avons montré que les protéD8f1 et Rm62 étaient présentes
sur des sites communs sur les chromosomes polyEnide glandes salivaires de larve de
troisieme stade. Puis, nous avons cherché a ssiMaiprotéine DSP1 était capable de recruter
Rm62 sur les chromosomes. Pour ce faire, nous agfbestué 'immunolocalisation de la
protéine Rm62 sur les chromosomes polyténiques artexte w''*® et mutant dspt
(Figure 44).
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Figure 44 :Immunofluorescence de la protéine Rm62 sur les ammsomes polyténiques de
glandes salivaires de larves dé™s stade en contexte W*® (A) et mutant dspi (B).
Détection de la protéine Rm62 (vert) et de 'ADNoo® au DAPI (bleu).

En comparant les deux expériences, on peut voilaypeotéine Rm62 se fixe sur les
chromosomes polyténiques en contewfe™® et mutantdspZ. Globalement, Rm62 se fixe
toujours sur les chromosomes polyténiques maisegrent pas détecter si I'absence de DSP1
est susceptible de conduire a I'absence de Rm68esicibles particulieres notamment les
complexes des génes homéotiques. Au vu de la gubdg chromosomes en contexte mutant
dspt, il ne nous est pas possible de repérer des zuemtisulieres sur les chromosomes

polyténiques.
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(4) Conclusion

Nous avons choisi de nous focaliser sur lintecactentre DSP1 et Rm62. Des
expériences de co-immunoprécipitation et de séparales complexes sur gradient de
glycérol nous ont permis de déterminer que lesfmes DSP1 et Rm62 interagissent dans un
complexe d’'une taille de 250 kDa au cours de I'eqogénése. Cette interaction a lieu dans
les embryons agés de 3 a 12 heures mais pas daeieyons agés de 12 a 24 heures. Dans
la larve, DSP1 et Rm62 ont des sites de fixatianmans sur les chromosomes polyténiques
des glandes salivaires. Cela suggére que DSP1 62 Rarticipent ensemble a la régulation
de certains genes. Les expériences d’interactiogtggie entre les mutants des gétgzl et
Rm62ont montré que DSP1 et Rm62 régulent ensembligeless homéotiquésbx et Abd-B
En croisant le mutarRm62avec des mutants des gemss trx et brm, nous montrons que
'absence d'une dose de Rm62 aggrave le phénotgse ndutantsPcG et TrxG. Ces
expériences nous ont permis de déterminer une Hedwgaction pour la protéine Rm62, celle
d'ETP.
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ll. Contribution a I'étude structurale de la protéi  ne DSP1.

Nous avons produit la protéine DSP1 afin d’étudrstructure tridimensionnelle Sa

structure primaire peut étre divisée en deux pa(fegure 45).

1 6 40 122 154 171 246 258 336 370 386

Figure 45: Schéma de la structure primaire la protéine DSRQ : Correspond aux régions
riches en résidus glutamine. HMG A et B : BoiteghHVlobility Group. Ac : correspond a la
région riche en acides aminés acides.

A l'extrémité N-terminale, la protéine DSP1 possetbeix régions d’'une trentaine
d’acides aminés riches en glutamines. La secondi st composée de deux boites HMG
désignées par A et B et d’'une queue acide. Cettinde moitié présente une forte homologie
avec les protéines HMGB 1 et 2 de mammifére (Lelyraetral, 1994). La structure des boites
HMG est déja connue (Thomas et Travers, 2001). dréiqularité de la protéine DSP1 par
rapport aux protéines HMGB est la partie riche knagnines. Cette partie de la protéine est
retrouvée spécifiguement chez les diptéres (Ses&aachi, 2007). Nous savons peu de
choses sur cette partie de la protéine. L'étudéadsructure 3D de la protéine DSP1 nous
permettrait peut étre de mieux comprendre l'applertcette partie dans la fonction de la
protéine DSP1. Nous avions besoin également deotgipe DSP1 pour étudiém vitro les
interactions entre DSP1 et ses partenaires paiestie

A. Clonage de I'ADNc dspl dans le vecteur pET31b af in de
produire la protéine DSP1 étiquetée six histidines en C-

terminale.

Nous avons inséré ’ADNc ddspl dans les sites de restrictidvdel et Xhol du
vecteur pET31b. Nous avons choisi ce vecteur pdusigurs raisons. Premierement, ce
vecteur posséde une séquence de 6 histidines etiopo€-terminale apres le site de
restriction Xhd. La séquence 6 histidines va faciliter la pudfion de la protéine DSPL1.
Deuxiémement, ce vecteur possede le promoteur dagepiT7 permettant d’exprimer
fortement la protéine d'intérét qu’'il contréle. @elimplique d'utiliser des bactéries
Escherichia colidont le génome possede la séquence de 'ARN paobgeélu phage T7 sous
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le contrGle de I'opérateur lactose. Par ajout d@P(Tsopropylp-D-1-thiogalactopyranoside),
un analogue du lactose, I'expression de I'ARN pdyase T7 est induite. Cette derniére va
initier la transcription du gene introduit dans \‘ecteur pET31b avec un fort niveau

d’expression. Ainsi, une grande quantité de pretégtombinante est produite.

B. Expression de la protéine DSP1-6 His.

Nous disposions d’une collection de souches désidde. coli (DE3). Leurs noms et

leurs différentes caractéristiques sont regroupés tk tableau 11.

Tableau 11 Les différentes souches’8#scherichia coli utiliséesau laboratoire.

Nom de la soucheFournisseur Caractéristique
BL21(DE3) Novagen Déficiente pour les protéases ¢étmmpT
BL21(DE3) ayant intégré le plasmide pACYC184 codant
pour le lysozyme T7. Ce dernier réprime l'exprassio
basale des genes sous le contréle du promoteuhalgep
T7.
Rosetta Novagen Permet I'expression de protéinesdan rare chei.coli.
Rosetta pLysS Novagen Rosetta ayant intégré lenudiespACYC184.
BL21(DE3) muté pour les genéxB et gor. Compatible
Origami pLysS Novagen avec la formation du pont disulfure. Integre lesphede
pACYC184.
Cette souche a au moins une mutation naractérisée
Cc41 OverExpresempéchant la mort cellulaire associée a l'exprassie
protéines recombinantes toxiques.
Cette souche a au moins deux mutations non caisssér
C43 OverExpresempéchant la mort cellulaire associée a l'exprassie
protéines recombinantes toxiques.

BL21(DE3)pLysS Novagen

Ces sept souches de bactéBesli ont été transformées avec le vecteur pETEHL
Apres avoir induit I'expression de la protéine DSPHis, sa présence dans les différentes
souches a été repérée par une électrophorése SB&-Rfrées coloration au bleu de

coomassie (Figure 46):
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BL21 Rosetta Origami

Souches E.coli BL21 pLySS Rosetta pLySS C41 C43 pLySS
M NI NI I NI | NI | M NI | NI I NI |
66.2 kDa —>.
45 kDa _* . - == <« DSP1-6 His
35kDa | — — S — -
25 kDa _’e\ B i — *

Figure 46 : Induction de la protéine DSP1-6 histidines dans féifentes souches de

bactéries E. coli transformées par le plasmide pEb3dspl.Les souches E coli sont les
souches BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, Rosetta, RopkitsS, C41, C43 et Origami pLysS.
M : marqueur de poids moléculaire, NI : I'expresside la protéine DSP1-6 His n'est pas
induite, | : I'expression de protéine DSP1-6 Hig exluite par ajout d'IPTG. La protéine

DSP1-6 His est repérée par une fléche.

La protéine recombinante DSP1-6 His apparait aaitispmoléculaire apparent de 50
kDa compatible avec ce qui est observé en Westha®ec la protéine DSP1 dans des
extraits d’embryons de drosophile. Cinq souchesmtaghé transformées par le plasmide
pET31bdsplexpriment la protéine DSP1-6 His : BL21, BL21 pLy&®setta, Rosetta pLysS
et Origami pLysS. Les souches C41 et C43 ne sempésnexprimer DSP1-6 His. Au niveau
de I'expression de la protéine DSP1-6 His, ce kmsouches BL21 et Rosetta pLys qui sont
le mieux adaptées a la production. En plus dudfaioir une croissance plus rapide que les
autres souches, elles expriment fortement la pretddSP1-6 His. Pour la suite des
expériences, j'ai choisi abitrairement la souche2 BLNéanmoins, jai conservé les clones
Origami pLysS pET31b dspl car la protéine DSP1 guessS cystéines dans sa séquence. I

est possible que des ponts disulfures se forment.

C. Purification de la protéine DSP1-6 His suruner ésine de
nickel.

La premiere étape de purification de la protéinéD$ His a été de passer I'extrait de
protéine sur une colonne contenant une résine M-NT(Ni+, QIAGEN) suivant le
protocole standard. Cette résine se lie avec leapgments imidazoles des histidines de
manieére non covalente. Grace a son étiquette @liniss, la protéine DSP1-6 His est retenue
par la résine. L’ajout d'imidazole permet de débmcla protéine DSP1-6 His. La protéine
DSP1 6 His a été repérée par une électrophoréseP3%E aprés coloration au bleu de

coomassie (Figure 47).
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Figure 47 : Purification de la protéine DSP1 6 histidines exprée dans la souche de
bactéries E coli BL21 pET31 dspl sur résine Ni-NTA M : marqueur de poids moléculaire
en kDa, | : Induit, NR : Non retenue, Lx : Lavagenpon 2 mM imidazole, E1 & E6 : Elution
tampon 50 mM imidazole, E7 a E12 : Elution tampb@ &hM imidazole. La protéine DSP1-6
His est repérée par une fleche.

La protéine DSP-6 His est présente dans les pestéion retenues (NR) par la résine.
La quantité de résine utilisée a été trop faibleto8s les sites de liaison de la résine sont
saturés, la protéine DSP1-6 His ne s’est pas totlé accrochée a la résine. A la suite de
cette expérience, la fraction non retenue a étassge sur la résine Ni-NTA afin de ne pas
perdre de la protéine DSP1-6 His. Une petite gtéamte protéine DSP1 est aussi présente
dans les solutions de lavage. Cela est d( égalarardaturation de la résine en protéines. La
protéine DSP1-6 His a bien été purifiée par lanesii-NTA (Piste E1 a E12). Avec la
protéine DSP1-6 His, il y a d’autres protéines aonhantes. Leur présence oblige a une

seconde étape de purification.

D. Purification de la protéine DSP1 6 histidinessu r
chromatographie échangeuse d’ions.

Afin d’éliminer les contaminants, jai passé l'extr purifié sur une colonne
échangeuse de cations HiTrap SP XL. Le point istriidgie de la protéine DSP1-6 His est de
8.52 (estimé sur Expasy.org). Placée dans un tandppi 7, DSP1-6 His est chargée
positivement. C’est pourquoi, javais choisi de ipper la protéine DSP1-6 His sur une
colonne échangeuse de cations. Elle a été éeluaempaadient linéaire de NaCl de 0,05 mM a
0,5M. La protéine DSP1 6 His a été repérée par élaetrophorése SDS-PAGE aprés
coloration au bleu de coomassie (Figure 48). Lagme DSP1-6 His est présente dans les
fractions 5 a 12. Mais d’autres protéines sontedygar la colonne HiTrap SP XL. Elles ont

une masse moléculaire inférieure a la protéine D&Pils (entre 45 et 30 kDa sur gel SDS
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PAGE). Je n’ai pas réussi a séparer la protéinelBEPlis des autres protéines par un
passage sur colonne échangeuse de cations. La maksmilaire des contaminants étant plus

petite, j'ai séparé ces protéines selon leur mamsséculaire par tamisage moléculaire.

A

Ly i |
| H.
I [ |
| |
1
1 1
| |
| \
II II"
= ~. A
i | N i, P
i ISAseTEn b L) N T Y W
400 00 £l ml
Numeéro des fractions
M Ex NR 4 5_678,9. 10 11 12 13
60 kDa - - gl oy
50 kDa_ o - ——— <—— DSP1-6 His
i :LM P n’“i -'fxi :
30 kDa '
25 kDa .

Figure 48 :Purification de la protéine DSP1 6 histidines dépurifiée sur colonne Ni-NTA
sur colonne HiTrap SP XL (A) Profil d’élution des protéines a 280 ni)(Gel SDS Page
puis coloration au bleu de coomassie. M: marqueaimhsse moléculaire, Ex : DSP1 6 His
avant son passage sur la colonne. 4 a 13: Numésdraetions. La protéine DSP1-6 His est
repérée par une fleche.
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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 idascabnt réunies et concentrées
dans un millilitre puis chargées sur une colonnadi 16/60 Superdex 75. Une fois les
élutions récupérées, la protéine DSP1-6 His aeftérée par une électrophoréese SDS-PAGE
apres coloration au bleu de coomassie (Figure 49).

Deux pics correspondant a des protéines sont réesi@ela sortie de la colonne (49a). Le
premier pic sorti de la colonne est élué a un velemtre 35 et 40 mL. Lorsque I'on passe les
fractions correspondant a ce volume d'élution selr DS-PAGE apres une coloration au
bleu de coomassie, il 'y a aucune bande coloréseau du gel (donnée non montrée).
L’origine de ce pic est inconnue. Le second pic sesti de la colonne entre les volumes
d’élution 45 et 65 mL. Passées sur SDS PAGE, @esidns contiennent la protéine DSP1-6
His dans les volumes d’élution 49 a 62 mL (49b)laGm®rrespond a une masse moléculaire
comprise entre 90 et 40 kDa. Seule la fractioneatg@ient la protéine DSP1-6 His seule. Dans
les autres fractions, la protéine DSP1-6 His es€elavec des protéines dont le poids
moléculaire est plus faible (entre 45 et 30 kDa geir SDS PAGE). Ce profil d’élution a
apporté plusieurs informations. Premiérement, tagime DSP1-6 His seule a été éluée de la
colonne a un volume correspondant a des protéimesasse moléculaire de 90 kDa. Sur gel
SDS-PAGE et en Western Blot, la protéine DSP1 ajparune masse moléculaire d’environ
50 kDa. Ce résultat indique que la protéine DSRLeglimére en solution. Ce résultat avait
ete déja deécrit par Lehming et ses collaborateluebrfiing et al, 1994). lls ont purifié la
protéine DSP1 produite par des bactéiesoli par tamisage moléculaire sur une colonne
superdex 200 (le résultat n'a pas été montré)avksent indiqué que le volume d’élution a
laguelle la protéine DSP1 était sortie correspdnalales protéines dont la masse est de 100
kDa. Cela suggérait que la protéine DSP1 s’assatidimere. Nos expériences confirment le
fait que la protéine DSP1 se dimérise en solutles boites HMG ont la possibilité de
s’associer en dimeére et les zones riches en régidtemines sont généralement associées a
l'interaction entre protéines. Si DSP1 reste enede@nsous forme cristalline, I'analyse des
cristaux au rayon X nous indiquerait quelles sentrEgions responsables de I'association en
dimére de la protéine DSP1. Deuxiemement, la pretBISP1-6 His est éluée avec d’autres
protéines a des masses moléculaires entre 85 &D45 DSP1-6 His formerait avec les

contaminants un agrégat de protéines.
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Volume d’élution (en mL)

an a a0 i 0o ] =0 =l

b 85 kDA 62 kDA 46 kDA
v v v
M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 Ex
— : ; S
85 kDa | we— : \,
 ap— | o
— |
60 kDa | | DSP1-6
50 kDa N — e S S G —— — | —
} . e — - I
40 kDa | —— — —— — | -
30 kDa | -
| | -
25 kDa | wee— [

Figure 49 :Purification de la protéine DSP1 6 histidines paarhisage moléculaire (Hiload
16/60 Superdex 75)(a) Profil d’élution des protéines a 280 nrh) (Gel SDS Page puis
coloration au bleu de coomassie. M: marqueur desmasoléculaire, Ex : DSP1-6 His avant
son passage sur la colonne. 49 a 62: numéro destidres correspondant au volume
d’élution. La protéine DSP1-6 His est repérée pae fieche.
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2. Diffusion dynamique de lumiére de la protéine DS  P1-6 His.

Afin de s’assurer de la dimérisation de la protédd®&P1-6His, nous avons étudié la
fraction 49 issue du tamisage moléculaire par diffa dynamique de lumiére ou Dynamic
Light Scattering (DLS). Brievement, la technique diéusion dynamique de la lumiere
consiste a envoyer un faisceau laser a travershanéllon et a analyser les fluctuations de
l'intensité de la lumiére diffusée en fonction @émps. Cela permet de mesurer le mouvement
brownien des molécules présentes dans I'échangfippar des équations mathématiques, de
déterminer le diamétre de ces molécules. Le DLSugksé pour déterminer le profil de
distribution de la taille des particules en solntgoit ’homogénéité de la solution et, dans le

cas des protéines, leur masse moléculaire. Leta¢sldtenu est indiqué sur la figure 50.

Size Distribution by Intensity Size Distribution by Volume

Intensity (%)
Volurne (%)
8

s
-~
(=]

L)

1 10 100 1000 1 10 100 1000
Size (d.nm) Size (d.nm)

Figure 50 :Diffusion dynamique de lumiére de la protéine DSBIHis.

Le DLS nous indique qu’il y a deux espéces distimalans la solution apparaissant sur le
graphique de la distribution de la taille en foaotide I'intensité (50a). Le second pic, de
diameétre et d’'intensité importants mais représenpgu de volume de la solution (50b),

correspond certainement a une poussiere présemdaleuve. Le premier pic correspond a la
protéine DSP1-6 His qui apparait sous forme « nuigperse », c'est-a-dire homogéne,
indiquant la présence d’une seule taille de pretéians la fraction 49. La masse moléculaire
estimée de la protéine DSP1-6 His est comprise @#rkDa et 120 kDa. Cela confirme que

la protéine DSP1 est bien sous forme de dimereletian.
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3. Oligomérisation de la protéine DSP1.

Afin de savoir si la protéine DSP1-6His a la poiisghde s’oligomériser au-dela d’un

dimére, une expérience de pontage de la protéifElD&ombinante est menée (Figure 51).

M 0 1' 4 8 temps de pontage

£Da p
225
150
100

.

- <« Dimeéere de DSP1

75

¥ = w = = « DSP1
8s
U5

Figure 51 :Oligomérisation de la protéine DSPIVestern Blot avec anticorps anti DSP1
aprés un pontage de la protéine DSP1 recombinanée ¢ glutaraldéhyde 0,01%, a la
température de la piece. M : marqueur de masseaulaize.

Le glutaraldéhyde permet de stabiliser les olig@méen formant des liaisons
covalentes entre les résidus lysines. Cela permeftod les interactions entre des protéines
méme en condition dénaturante comme c’est le ¢aEncutilisant le glutaraldéhyde comme
agent pontant, on observe que la protéine DSPIs@&Hti capacité de former des oligomeres.
Sur la figure 51, la protéine DSP1-6 His forme mitgorement des dimeres. Mais les bandes
apparaissant au dessus de la forme dimérique iadiqiue la protéine DSP1 recombinante a
la possibilité de former des trimeres voire desatééres. Le résultat obtenu par tamisage
moléculaire confirme ces résultats de pontage ataglldéhyde : la protéine DSP1 est sous
forme de dimére au moins vitro.
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F. Etude structurale de la protéine DSP1-6 Hisend ichroisme
circulaire (CD).

Afin d’estimer la bonne conformation tridimensiofleede la protéine DSP1-6 His,

j'en ai fait I'étude en dichroisme circulaire. Ligegtre obtenu est présenté dans la figure 52.
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Figure 52 :Spectre de dichroisme circulaire de la protéine BIS6 His.Le spectre présenté
en molar ellipticity (exprimé en deg-Gamol™) est obtenu & une température de 20°C. La
concentration de la protéine DSP1 est de 1,07 mMi2® mg/mL) dans un tampon 20 mM
NaPO4 pH 7,2 10 mM NacCl.

L’analyse de ce spectre montre que 90 acides ansieesent impliqués dans une
hélicea et 55 dans des feuillefs Le spectre CD de la protéine DSP1-6 His est aimila
celui obtenu par Janke et ses collaborateurs (89 lps hélices: et 58 pour les feuilletg,
Jankeet al, 2003). La présence de I'étiquette six histidinesperturbe pas la capacité de la

protéine DSP1 a maintenir une conformation tridisi@mnelle correcte.

G. Etude de la stabilité de la protéine DSP1-6 His.

Les protéines d’'une taille inférieure a DSP1-6 dtigient co-purifiées avec DSP1-6 His a
chaque étape de purification. Ces protéines pouotétee des fragments de la protéine DSP1-
6 His qui auraient été coupés. C’est pourquoio@lais savoir si la protéine DSP1-6 his était
stable. La fraction 49 contenant seulement la pret®SP1 a été laissée a température
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ambiante toute une nuit en présence d’inhibiteuprd¢éease. Une fois ce délai dépassé, cette

solution est analysée sur gel SDS-PAGE (Figure 53).

M 1 2
72KkDA ¢ &
50 kDA s+ DSP1-6 His
40 kDA ' - —
30 kDA
20 kDA

Figure 53: Etude de la stabilité de la protéine DSP1-6 H@el SDS Page puis coloration
au bleu de coomassi€l) Protéine DSP1-6 His issue de la fraction 4@ifiée par tamisage
moléculaire. (2) La méme fraction aprés une nugrapérature ambiante. La protéine DSP1-
6 His est repérée par une fleche.

La protéine DSP1-6 His avait été purifiée par tagésmoléculaire. Aprés une nuit a
4°C, des protéines de masse moléculaire inféri@ueeprotéine DSP1-6 His sont apparues.
Afin de vérifier si ces protéines sont issues duage de la protéine DSP1, j'ai découpé les
bandes colorées du gel comme indiqué sur la fi§8r&ensuite, ces bandes ont été analysées
par spectrométrie de masse. La conclusion a étsuilgante : pour I'ensemble des 4
échantillons, la protéine DSP1 a pu étre identif@ms aucune ambiguité, avec de nombreux
peptides.

Les bandes présentes dans le gel en dessous aedme DSP1-6 His étaient des morceaux
clivés de DSP1. Cette expérience a montré queotigipe DSP1-6 His n’était pas stable en
solution. Le projet de I'équipe est de produirgtatéine DSP1 afin d’obtenir la structure de
la protéine DSP1 entiere par rayon X. Mais la faitiabilité de la protéine DSP1-6 His n’est
pas compatible avec la cristallisation. Cette eétwdepermis de déterminer certaines
caractéristiques biochimiques de la protéine DSfinge son instabilité et sa dimérisation en

solution.

149



Discussion
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|. Caractéristigues de la protéine DSP1: implicati ons

fonctionnelles.

A. DSP1 est sous forme dimérique.

Au cours de la purification de la protéine DSP1dpiite par des bactériéscoli, j'ai
observé que celle-ci était sous forme de diméradparexpériences de tamisage moléculaire
et de pontage a la glutaraldéhyde. Bien que leserdrationsn vitro etin vivo ne soient pas
les mémes, la question est de savoir si DSP1 astfeome de dimer@ vivo. Lorsque I'on
extrait les protéines des embryons, on observe lguygrotéine DSP1 est sous forme de
complexes allant de 100 a 669 kDa et plus. La pret®SP1 faisant 46 kDa, il y a une
possibilité qu’elle soit sous forme de dimamnevivo. L'interaction entre deux protéines DSP1
a des implications fonctionnelles fortes. DSP1 faittie de la famille des protéines HMGB.
Cette famille a la particularité d’interagir avéBDN de maniere non spécifique. De plus,
cette interaction va entrainer des courbures d&R3N (Murphy et al, 1999). DSP1 est
capable de remodeler la chromatine en interagissphysiquement avec elle.
L’homodimérisation de la protéine DSP1 aideraitlezel a maintenir une structure
particuliere de la chromatine. Cette idée avaitid&fe évoquéee dans la thése d’Aurélien
Rappailles (Rappailles, 2005). Il faisait 'hnyposkéque DSP1 faciliterait et stabiliserait
l'interaction entre des régions régulatrices pdotanation de boucles d’ADN. La formation
de dimere de DSP1 permettrait de maintenir la g&iracmise en place lors de la formation
d’'une boucle entre un PRE/TRE et un promoteur ({€ig4). La dimérisation de DSP1

aiderait & maintenir des conformations spécifiqleeta chromatine.
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PRE/TRE

Figure 54: Modele de rapprochement d’'un PRE/TRE et d’'un genar@SP1 Lors de la
formation d’'une boucle rapprochant le PRE/TRE epusmoteur, I'interaction entre les deux
protéines DSP1 permettrait de stabiliser cette oonfition de la chromatine. Cela
permettrait aux protéines PcG ou TrxG fixées au AIREE de réguler le géne ciblExtrait
de Rappailles, (2005).

B. Stabilité de la protéine DSP1.

Lors de la purification de la protéine DSP1-6 Hiisus avons observé que celle-ci se
clivait a des sites bien déterminés au cours gmitdication. Ce résultat méne a nous poser
plusieurs questions. La coupure de la protéine D@BPdmbinante reflete-t’elle une réaliteé
vivo ? Deux réponses peuvent étre faites a cette questi

= Non, les produits de dégradation sont des artefdssaux expériences de
production de protéines par des bactéries. La ip@t®SP1-6 His recombinante n’est pas
stable parce qu’elle a une mauvaise structureabestiL’nomologue de la protéine DSP1 chez
’lhomme est la protéine HMGB1 qui possede un pasulflire entre ses cystéines 22 et 44 et
qui joue un role dans la stabilité de la structeréiaire de cette protéine (Sabual, 2008).
Or la protéine DSP1 possede 3 cystéines en podi86n206 et 274 qui sont conserveées de la
drosophile a 'homme (indiquées en rouge sur larégb5). Il se pourrait que la protéine

DSP1 ait un pont disulfure entre les deux cystéli@set 206 aidant a stabiliser sa structure.
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DSP1 1 MEHFHQ QRLAAQRRRQAVQRRQL QLHQVWVQONQRRAHQNSSNTTAGVGT 50

HMGB1 1 0
DSP1 51 QQLFTYKMASSFPNPATTMAQUWATSNAAGTTGYDYRLNVAQAAAAAAVP 100
HMGB1 1 0
DSP1 101 GSQMAYSAANQGQVDANT AAQL QHQRRRRRLRLRLRQRHQQRQMARQ 150
HVGB1 1 0
DSP1 151 QQQNVI NSASPVBRVKAD- AKPRGRMIAYAYFVQTCREEHKKKHPDETVI 199
HvEBL . VKGDPKKPROESYAFFVOT CREEHKKKHPDASYN. 37
DSP1 200 FAEFSRKCAERWKTM/DKEKKRFHEMAEKDKQRYEAEMONYVPPKGAWG 249
HvEBL 38 L SIKCSERAK TWEAKEK KD AKADKARYEREMKT Y] PP - - - 82
DSP1 250 RGKKRKQ KDPNAPKRSL SAFFWFCNDERNKVKALNPEFGVGDI AKELGR 299
HvEBL 83 - BETHKKFKDPNAPKRPPOAFFLFLSEVRPG KGEHPOLS BIVAGGE 131
DSP1 300 KWSDVDPEVKQKYESMAERDKARYEREMIEYKTSGKI AVBAPSMOASMOA 349
HVGB1 132 h/lANi\ﬁAAbe(IQDl\(llEKK!AAKLLEKl\(IEkbi 'AAIYRAK&bb'A'Akkév'VkAiEké 181
DSP1 350 QAQKAALLAAAAQQQHQQLEEQHDDDDGDGDDDENQ 385

HVGBL 182 KKKl(EiEEiEbiEEbEEbiEEEElEDEEIDEIDEEEDHDIDL 215

Figure 55 : Alignement des séquences des protéines DSP1 deodhie et HMGB1
humaine Les cystéines sont indiquées en rouge dans lzeséq des deux protéines. Réalisé
avec le logiciel EMBOSS Pairwise Alignment Algarith

Dans notre systeme, nous avons produit la pro@8R1 dans une souche de bactérie E.Coli
BL21DE3 non compatible avec la formation de pontiléures. La protéine DSP1-6 His
n'ayant donc pas de pont disulfure, il se pourgaiil soit indispensable a la stabilité de la
protéine. Produire la protéine DSP1-6 His dansdackBe Origami, qui est une souche
compatible avec la formation de pont disulfure,npettrait de vérifier si, premierement, le
pont disulfure est présent dans la structure tegti®our ce faire, on peut tester la présence
des ponts disulfure en condition réductrice ou reum la protéine DSP1-6 His par
spectrométrie de masse. Deuxiemement, une foisélsepce de ponts disulfures confirmée,
on teste si la protéine est stabilisée en sa présénais il se peut que ce soit la partie N-
terminale qui soit responsable de l'instabilitélagrotéine DSP1. La protéine DSP1 sans la
partie riche en acides aminées acides (sans leacié@s aminés N-Terminale : DSP? est
stable lors de sa manipulation. De plus, les pne®iDSP1 clivées sont retenues sur la
colonne de nickel, ce qui refléte le fait qu’elas conservé I'étiquette 6 histidines située en
C-Terminale. Ces deux parametres nous indiquent@se la partie N-terminale qui se clive

et qui n'est pas stable. Un séquencage N-termdig@man des produits de dégradation de la
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protéine DSP1 semble nécessaire. Cela permetiagtadoir quels sont les acides aminés
impliqués dans les coupures. L'un des objectifsl'dietention de la structure 3D de la
protéine DSP1 était de mieux connaitre les fonstide la partie N-terminale. Mais la
protéine DSP1 entiere n’étant pas stable, il eBicikk d’obtenir sa structure 3D. Pour
remédier & ces défauts, on pourrait obtenir lacaire 3D de DSP*?contenant seulement
les boites HMG et la queue acide. On peut étudiefivo, la contribution de la partie N-
terminale a la fonction de DSP1 en construisanttidegsgenes contenant la séquence codant
la protéine DSP1 entiére ou la protéine D¥PIqui serait intégrée dans le génome de
drosophiledspt. Nous aurions deux types de drosophiles exprimpétifiquement chaque
forme de la protéine DSP1 et permettant de disoemile rdle la partie N-terminale
notamment dans les interactions protéine-protéinemgnopurification) ou/et protéine-
chromatine (ChIP).

= Qui, les produits de dégradation de la protéine D&ombinante sont une
réalité in vivo. Ces produits seraient dus a I'activité protéglyt endogene de la protéine
DSP1. On sait que lors de la purification de latgiree DSP1 embryonnaire et de western
blot, les anticorps anti DSP1 reconnaissent deurde de la protéine DSP1 : I'une a 49 kDa
et l'autre a 47 kDa ce qui laisse la possibilitéimuivo, DSP1 existe sous deux formes. Deux
hypothéses peuvent expliquer ce phénoméne. La @rerest quh vivo la protéine DSP1
serait clivée ce qui donnerait au moins deux foroe$a protéine DSP1. Le fait d’observer,
in vitro, des formes clivées de la protéine DSP1 recomi@nserait en accord avec cette
hypothése. Les formes clivées de la protéine DSRitrgient avoir des activités différentes
de maniere similaire a la protéine Trx qui estédiven deux formes Trx-C et Trx-N ayant des
activités transcriptionnelles opposées. L'autresfimté pour expliquer ce phénomeéne est
I'existence d’épissage alternatif dans le gésgl(Canapleet al, 1997). L'épissage alternatif
produit deux types d’ARNndsplqui vont étre traduits en deux protéines de taiifirente
gui sont reconnues de maniéere similaire par lee@pt anti DSP1. Mais les deux ARNm
dspldonnent des protéines DSP1 avec une différenc@ deides aminées ce qui semble
faible pour détecter cette difféerence en westeon Bifin de valider cette hypothése, il serait
nécessaire de cloner les ADNc des deux ARNm du depgpour les associer a un vecteur
d’expression puis de les insérer dans le génomeéraeophile mutante pour le gedspl
Nous aurions deux types de drosophiles exprimaétifiguement chaque isoforme de la
protéine DSP1 et permettant de discriminer legefgipuis les réles des isoformes.
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ll. Les partenaires de la protéine DSP1.

L’équipe dans laquelle jeffectue ma thése s’attaéhmettre en évidence les roles
biologiques de la protéine DSP1. Les études prétésl@nt permis de révéler I'implication
de la protéine DSP1 dans la régulation des genedédaloppement. DSP1 participe au
maintien de I'expression des genes homéotiqueslasqmotéines PcG et TrxG. Au cours de
ce travail, nous nous sommes intéressés aux pagsmaotéiques de la protéine DSP1. Grace
a des techniques d'immunoaffinité, jai pu idemtifiun certain nombre de protéines
partenaires notamment la protéine Rm62. J'ai pédeisdle de celle-ci dans la régulation des
géenes homéotiques. L'ensemble de ces résultats pmuset de définir un modeéle 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 présersein de complexes d’une taille
allant de 100 a 669 kDa et plus dans les embrygés de 3 a 12 heures tandis que leur taille
se réduit entre 100 et moins de 669 kDa dans ldsyems agés de 12 a 24 heures. Nous
savons que l'expression de la protéine DSP1 senalijse dans les embryons plus agés alors
gu’elle est exprimée de maniéere ubiquitaire daesbryogénese précoce. L'interaction entre
DSP1 et Rm62 ne se produit que dans les embrydns @ra 12 heures. L'ensemble de ces
résultats suggere que DSP1 jouerait un role dansda en place de systemes de régulation
de I'expression des géenes au cours de 'embryogémé&oce. Pour cela, elle interagit avec
des complexes de haut poids moléculaire. Une fmisastion effectuée, comme par exemple
le recrutement des PcG et TrxG sur les cibles, D@&P4erait plus nécessaire a I'activité de
ces protéines. Au cours de I'embryogénese tardievedle de la protéine DSP1 serait plus
spécifiguement lié a certains processus cellulaiteserait intéressant de voir si les genes
cibles de la protéine DSP1 évoluent au cours dpsecomme les complexes contenant la
protéine DSP1. Par exemple, il serait possibleatte tles expériences de ChIP on chip avec

la protéine DSP1 sur des embryons 3 — 12 heurk3-e4 heures.
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B. Les partenaires de la protéine DSP1 dans I'embry  on.

1. DSPL1 et les protéines PcG et TrxG.

Il a été montré que la protéine DSP1 régule leegdmmméotiques avec les protéines
PcG et TrxG. En effet, le gérmsplinteragit génétiquement avec les geRestrx, ashlet
osa (Decoville et al, 2001). De plus, DSP1 a été identifiée commetétanrecruteur des
complexes PcG (Déjardiet al, 2005). Peu de protéines classées comme PcGx& Tr
interagissent avec DSP1. Seules les protéines H8CKbdulo, Nurf 38, Pontin et Actin
jouent un réle dans le maintien des génes avaurdedines PcG et TrxG.

» Geénétiguementdsc70-4,qui code une protéine chaperonne, interagit aeec |
genesPcG mais pas avec le gébem (Mollaaghababat al, 2001). La protéine HSC-70 4 a
été purifiée avec les complexes PRC1 et PRC2 (Satial, 2001; Nekrasoet al, 2007).
Elle est associée de maniére stable avec la peoRirdans les cellules de drosophile Kcl. Le
réle de HSC-70 4 serait de stabiliser les inteoastiau sein du complexe PRC1 (Wang et
Brock, 2003).

» Modulo a été purifiée avec le complexe PRC1 etrtagine dCBP dans des
extraits de protéines embryonnaires (Saetiml, 2001; Bantignie®t al, 2002). Exprimée
spécifiguement dans certaines cellules, le rél®ddulo n’est pas connu. Elle a été montrée
comme suppresseur de variégation et, a ce titterdit un réle dans la structure de la
chromatine (Garzinet al, 1992).

= Les protéines Pontin et Actin sont des membres dwmptexe dINOS8O,

homologue du complexe de remodelage de la chroem@t®80 de levure. dINO8O a été
purifié avec la protéine PHO au cours de I'embryege (Klymenkeet al, 2006). Pontin est
la sous-unité ATPase, avec la protéine Reptin,csioptexe dINO8O. La protéine Actin se lie
aux protéines Arp5 et Arp8. Ces derniéres partitiel’'interaction entre le nucléosome et le
complexe INO8O. L’activité du complexe dINO80 n’'gsts caractérisée chez la drosophile.
Dans la levure, INO80 se lie au variant d’histon2AHCe complexe joue un rble dans la
régulation de la transcription ou la réparation desymages dans ’ADN (Morrison et Shen,
2009). Le gengontin (poni) est indispensable a la bonne expression des ¢@mesotiques.
Il peut étre classé comme trRG car une mutation nulle du gepentaugmente le phénotype
di a une mutation dans le gémen et diminue celui di a des mutations dans le goest
Psc La protéine Pontin interagit physiguement avemieplexe BRM (Dioget al, 2008).

= La protéine NURF 38 est un membre du complexe NYRBcleosome

Remodeling Factor) impliqué dans des fonctionsslige maintien de la transcription avec les
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protéines TrxG (Badenhorst al, 2002). Une autre protéine appartenant au corapi&xRF,
la protéine NURF-55 (aussi identifiée sous les ndmp55 et Chromatin assembly factor 1
subunit (CAF1) a été purifiée avec le complexe PRGRet al, 2001).

L’étude de l'interaction entre DSP1 et des proteiSC70-4, Modulo, Nurf 38,
Pontin permettra de préciser les réles moléculaiedSP1 dans la régulation des genes
homéotiques. Nous pouvons spéculer sur un roleilpesde la protéine DSP1 dans le
recrutement des protéines PcG et TrxG.

L’activité de recruteur de DSP1 ne doit pas seefpar un contact direct entre DSP1 et
les protéines PcG et Trx. Le rOle possible de latgme DSP1 serait de créer un
environnement chromatinien favorable a la fixati@s protéines PcG et TrxG sur leurs cibles
(Figure 56). La fixation dans le petit sillon dADN de la protéine DSP1 va permettre de
déstabiliser les nucléosomes autour du PRE. Cetitété est renforcée par les complexes de
remodelage de la chromatine NURF et INO80. Une f&BN accessible, les facteurs de
liaison a I'ADN séquences spécifigues peuvent serfiaux PRE/TRE permettant le
recrutement des complexes PcG et TrxG. Aprés umaioemombre de divisions, le
recrutement des complexes PcG et TrxG sur leulgscibest plus assuré par la protéine
DSP1 et les complexes de remodelage de la chroendiiautres systemes tels que les
marques épigénétiques ou les ARNNnc prennent Issrela
En absence de la protéine DSP1, la fonction deplex®s de remodelage de la chromatine
serait plus difficile mais elle serait toujours gitde. Cela pourrait expliquer pourquoi
'absence de la protéine DSP1 n’est pas indispémsala survie des drosophiles. Ce modele
ne prend pas en compte une nouvelle protéine fadanttomme une partenaire de DSP1, la

protéine Rm62.
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1) Développement embryonnaire précoce (entre 0 et 3 heures)

A7 D
PRE/TRE Promoteur

2a) DSP1 participe a l'initiation du maintien de I'expression des génes (entre 3 et 12 heures)

dINO80

3) Le maintien de I’expression des génes est mis en place. DSP1 n’est plus nécessaire
(entre 12 et 24 heures).

Figure 56:Modéle d’action de la protéine DSP1 dans le maintige I'expression des génes
avec les protéines TrxG1l) Lors du développement précoce, les facteuésques (FP)
mettent en place les profils d’expression géniquseesfixant sur les promoteurs. 2a) Lorsque
les FP disparaissent, la protéine DSP1 avec l'attks complexes de remodelage de la
chromatine dINO80 et NURF déstabilisent les nudétes autour des séquences PRE/TRE.
2b) L’ADN est maintenant accessible aux facteurbaion a I’ADN spécifiques tels que Pho
et GAF. Ces derniers vont recruter les complexeG Ba TrxG selon le contexte (sur le
schéma, les complexes TrxG TAC1 et BRM sont repridgLe maintien de I'expression des
genes étant mis en place, il n'y a plus besoinad@rbtéine DSP1 sur les PRE/TRE. Le
recrutement des complexes se ferait de maniereliffe (marques épigénétiques, ARNNc).
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2. Les ETP DSPl1l et Rm62 interagissent au sein d'un

complexe dans I'embryon.

a) Interaction entre DSP1 et Rm62.

La protéine Rm62 fait partie des 23 protéines ifiées par I'immunoprécipitation
des partenaires de la protéine DSP1. Au cours dé¢hese, j'ai choisi de me focaliser sur
l'interaction entre DSP1 et Rm62. Des expériences cd-immunoprécipitation et de
séparation des complexes sur gradient de glycétohtnpermis de déterminer que les
protéines DSP1 et Rm62 interagissent dans un camplene taille de 250 kDa au cours de
'embryogénese. Cette interaction se produit dassembryons agés de 3 a 12 heures mais
pas dans les embryons agés de 12 a 24 heuresuf)depfait que DSP1 pourrait étre a I'état
de dimere dans les complexes donne des informadigmglémentaires. En effet, le complexe
contenant les protéines DSP1 et Rm62 présenteida pwléculaire de 250 kDa. La taille de
Rm62 étant de 68 kDa et celle de DSP1 de 46 kaitrés protéines seraient associées dans
ce complexe. Il faudrait purifier spécifiquementammplexe dans les embryons 3-12 heures

afin d’identifier la ou les protéines supplémerdaide ce complexe.

Dans la larve, DSP1 et Rm62 ont des sites de dimatommuns sur les chromosomes
polyténiques des glandes salivaires. Cela suggerdD$P1 et Rm62 participent ensemble a
la régulation des genes. Les expériences d’inferagienétique entre les mutants des genes
dspletRm62ont montré que DSP1 et Rm62 régulent ensembigeless homéotiquddbx et
Abd-B Dans le cas de linteraction avec la protéine DIE role de Rm62 pourrait étre
d’interrompre les interactions entre DSP1 et de®NARI empécheraient la protéine DSP1 de
jouer son réleln vitro, les protéines HMG sont capables d’interagir ades ARN via leurs
boites HMG (Bellet al, 2008). Chez la drosophile, DSP1 pourrait interagec les ARN.
Des expériences d'immunoprécipitation avec ou saitement aux RNases permettraient de
savoir si l'interaction entre DSP1 et Rm62 est délpate de I'ARN. De méme, il serait
intéressant de regarder si les colocalisations reéss entre DSP1 et Rm62 sur les
chromosomes polyténiques sont dépendantes de I'ARNtraitant ces chromosomes
polyténiques a la RNase. Parmi les partenairediffes, il y a une autre protéine classée
comme une hélicase a boites DEAD : c’est la pretéiichoune (Pit). Peu de chose sont
connues sur le r6le de ce géne dans la drosoplei#emutants homozygotes pour le ggite
montrent un arrét de croissance &¥3tade larvaire. La localisation de la protéined@its le

nucléole suggere un role dans la biogénése desorfies et des ARNr (Zaffraet al, 1998).
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Afin de continuer le travail sur I'association entbSP1 et les ARN hélicases, il faudrait

confirmer l'interaction entre Pit et DSP1.

b) Rm62 participe a la régulation des génes avec les
protéines Pc et trx.

En croisant le mutarRm62avec des mutants des gemestrx etbrm, nous montrons
gue l'absence d'une dose de Rm62 aggrave le phémotes mutant$c et trx. Ces
expériences nous ont permis de cladRer62 parmi lesETP. Il faudrait préciser le role
moléculaire de la protéine Rm62 dans la réegulaliem genes avec les protéines PcG et TrxG.
Nous avons vu que Rm62 partage des sites de fixatinles chromosomes polyténiques avec
la protéine DSPL1. Afin de préciser le rble de Rm&&ys pourrions regarder si Rm62 et les
protéines Pc et Trx ont des sites de fixation enroan sur les chromosomes polyténiques.

L’une des questions principales de la participatierRm62 a la régulation des genes
homéotiques porte sur le mécanisme d’action derdééime Rm62. Rm62 est une ARN
hélicase a boite DEAD (peptide signature) (Dateal, 1990). Les ARN hélicases ont pour
réle moléculaire de rompre les interactions ené® duplex ARN-ARN et ARN-protéine
(Cordinet al, 2006). Rm62 a été identifiée comme suppressewadégation suggérant un
réle dans la structure de la chromatine (Dateal, 1990). Plus récemment, il a été montré
gue Rm62 joue un role dans la désactivation dafestription. Aprés un choc thermique, les
ARNmM des genebsp70s’accumulent dans le noyau. Rm62 va nettoyer te Zg¢nique des
ARNmM et permettre de rétablir la répression desgbsp70(Buszczak et Spradling, 2006).
Dans les cellules S2, Rm62 est impliquée dans I'ARtdrférence. La réduction du niveau
d’expression de Rm62 par RNAI diminue le niveauwkibition par les protéines impliquées
dans le processus RNAI (Ishizuka& al, 2002). Rm62 régule la formation des insulateurs
chromatiniens via une interaction physique avec3DR{ui est dépendante de 'ARN (Lei et
Corces, 2006). Les roles de Rm62 identifieés chelrdaophile sont liés a 'ARN.

Le réle de la protéine Rm62 serait d'interrompr® ilgeractions entre les ARN et les
genes cibles des protéines PcG et TrxG. Des émmtesiontré I'importance des ARN non
codants dans la régulation des génes homeéotiquesckRt al, 2009). Par exemple,
I'expression ectopique de 'ARN non codanir-iab-8 peut réprimer le gengbx induisant
des transformations haltéres en ailes (Bender,;ZD@8r et al, 2008). Le réle de la protéine
Rm62 pourrait étre de nettoyer une cible génomipePcG et TrxG des ARNm et ARNnc
comme dans le cas d’'un choc thermique sur le ld@p’0 Ou bien Rm62 permettrait

d’interrompre les interactions entre les ARNs stdeotéines PcG et TrxG. Un certain nombre
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de protéines PcG et TrxG sont capables de fixeARN. Rm62 pourrait prévenir la fixation
des ARN a ces protéines.

Mais le réle de Rm62 pourrait étre indépendant defanction hélicase. p68,
’lhomologue mammifere de Rm62, joue plusieurs raekependamment de 'ARN. Ainsi,
p68 régule le gen&Ralpha(estrogen-receptor alphaen mettant en contact les protéines
MyoD et SRA. Le complexe p68-MyoD-SRA va activerttanscription du gen&Ralpha
(Carettiet al, 2007). P68 est un co-activateur du suppresseuumeur p53 (Batest al,
2005). Ces deux activités sont indépendantes davite hélicase de la protéine p68. Comme
p68, la protéine Rm62 activerait ou réprimerait gésmes homeotiques par des interactions
protéine-protéine sans lintervention de son adivihélicase. Ainsi, p68 interagit
physiquement avec les protéines CBP et HDAC1 (Restalanknecht, 2003; Wilsaat al.,
2004). Chez la drosophile, CBP est un membre duptee TAC1 dont l'activité est de
déposer des groupements aceétyles sur les histdhetsuK et al, 2001). HDAC1 est
’homologue mammifére de la protéine RPD3. Membuecdmplexe PRC2, RPD3 a une
activité de déacétylation des histones (Struffhetosti, 2005). Rm62 pourrait interagir avec
les protéines CBP ou RPD3 afin d’acétyler ou decéiéer les histones selon le contexte
chromatinien. Des mutants pour les ge@&8 et RPD3 existent chez la drosophile. Il serait

intéressant de voir s'il y a une interaction géqégiavec le mutafi®m62

3. Conclusion

A I'hneure actuelle, les partenaires possibles dertdéine DSP1 sont identifiées tout
comme ses cibles dans le génome. Dans I'embryorR1Dfateragit avec plus de 23
partenaires pour réguler 1986 cibles dans le gérantpii donne un apercu de la complexité
des fonctions de cette protéine. Nous disposonedsemble des pieces du puzzle que
constitue la régulation de I'expression des gerasla protéine DSP1. Il faut maintenant
assembler ces pieces afin de déterminer le taloleaplet c'est-a-dire avec qui (avec quelles
partenaires protéiques et sur quelles cibles), quel$ types cellulaires) et quand (a quel

moment du cycle de développement) DSP1 agit.
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Matériels et méthodes
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Lignées de drosophiles.

Les différentes lignées de drosophiles ont étééélea 22°C sur un milieu standard.
Les mutations utilisées sont décrites dans la basdonnées FlyBase (http://flybase.org/).
L'isolation du mutantdsp® a été décrite précédemment (Decovidleal, 2001; Mosrin-
Huamanet al, 1998). Les souches Oregon-R-R2*'8 P{PZ}RmM62°% ry>%TM3, ryR¥ sp
Ser, y' w®®? P{lacW}Nurf-38*°*%9Cy0, rd h' th* st Ki' p° P{PZ}Hsc70-4*°9TM3, SH,
rut h' th' st cu* Hsc70-2*YTM6B, Tb+, P{PZ}RpLPG™* ry*°9TM3, /¢ Skt Sef, ry°®
P{PZ}mod®">"9TM3, ry*¥ Sb' Set, brnf € ca/TM6B, Sb Tb* cd, st trx/TM1, ru* h* th
st trx® ca/TM6B, Tb' cd, PJ/TM1, y* w''® P{GAL4-nos.NGT}, w*, P{GAL4-
da.G32}UH1, w-; Tm6 Ser/Drop, w-; CyO/Blint été obtenues par le Bloomington Fly
Stock Center. La souche sauvage Oregon-R a éeattomme souche de référence.

Cages a drosophiles.

Afin de récolter des quantités importantes d’emhsyales cages a drosophiles ont été
mises en place contenant environ 30000 drosophileBes-ci sont nourries sur un milieu
gélosé a base de jus de pomme (500 mL H20, 15gad’'a66.5 mL de jus de pomme, 16.65
g de saccharose et 1 g de Nipagine antifongiqu&)eda levure de boulangerie est étalée. Ce

dispositif permet de récolter un gramme d’embrypausjour et par cage.

Extraction des protéines embryonnaires de drosoplek.
Les extractions de protéines d’embryons de drosegpke font a 4°C.

1. Extraction totale des protéines embryonnaires

A l'aide d’un bain d’hypochlorite de sodium NaCl®bs4de deux minutes, on enleve le
chorion d'un gramme d’embryons. Les embryons somiés a I'eau distillée, puis broyés
dans 1 mL de tampon d’extraction (50 mM Hepes @ 385 mM NaCl, 0.1 mM EGTA, 1.1
mM MgCI2, 0.1% Tween 20®, 1 mM PMSF et 1 Proteadebitor cocktail tablet Complete
Mini® des laboratoires Roche pour 100 mL de sohjtidans un homogénéisateur de Dounce.
L’extrait est centrifugé a 4°C a 50000g pendantlinec le rotor SW55Ti. Le surnageant est
ajusté en glyceérol 10% puis aliquoté et conserv8@EC. La quantité de protéines est dosée
par la méthode de Bradford (Sigma-Alderich). Appnativement 15 a 20 mg de protéines

sont extraites par gramme d’embryons.
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2. Extraction des protéines nucléaires d’embryons derdsophiles.

Les extraits de protéines nucléaires d’embryonsirdsophiles sont préparés suivant le
protocole décrit dans Klymenket al, (2006). Au moins dix grammes d’embryons sont
déchorionnés a l'aide d’'un bain d’hypochlorite @elism NaClO 4% pendant deux minutes.
Les embryons sont rincés a I'eau distillée, pumyés dans du tampon NU1 (15 mM Hepes
pH 7.6, 10 mM KCI, 5 mM MgCI2, 0.1 mM EDTA pH 8,9mM EGTA pH 8, 350 mM
Sucrose, 2 mM DTT, 0.2 mM PMSF) a raison de 1 ml gramme d’embryons dans un
homogénéisateur de Dounce. Le lysat obtenu est élf’aide d’'un entonnoir avec du papier
Miracloth. Le papier est rincé avec trois volumestampon NUL. Le lysat est centrifugé a
13000 g pendant 15 minutes. Apres avoir enlevélele lipidique et jeté le surnageant, le
culot (ou se trouvent les noyaux) est repris dafsrl. de tampon LS (15 mM Hepes pH 7.6,
20 % Glycerol, 1.5 mM MgCI2, 20 mM KCI, 0.2 mM EDTpH 8, 1 mM DTT, Complete
inhibitor cocktail de chez ROCHE) par gramme d’eyoiis. Apres ajout d’un volume 0.5 mL
de tampon HS (15 mM Hepes pH 7.6, 20 % Glycerdl,miM MgClI2, 800 mM KCI, 0.2 mM
EDTA pH 8, 1 mM DTT) par gramme d’embryons, la $@n contenant les noyaux est agitée
doucement sur une roue pendant 30 minutes. L'éxdsdi centrifugé a 4°C a 40000 rpm
pendant 1h00 avec le rotor SW55Ti. Le surnageanemrsuite dialysé contre du tampon
NE200 (15 mM Hepes pH 7.6, 20 % Glycerol, 1.5 mMQ®y 200 mM KCI, 0.2 mM EDTA
pH 8, 1 mM DTT). Pour se débarrasser de la chramainsoluble, I'extrait protéique
nucléaire dialysé est centrifugé a 12500 rpm pent@minutes avec le rotor SW55ti. Enfin,
le surnageant est conservé a -80°C. Approximatinerh@ mg de protéines nucléaires sont
extraites par gramme d’embryons. La quantité ddaépres est dosée par la méthode de
Bradford (Sigma-Alderich).

Western blot.
Un protocole standard est utilisé. Nous utilis@ssdnticorps suivants:

 Des IgG anti-DSP1 polyclonaux purifiés produits zHe lapin sont fournis par
AgroBio, utilisés aprés une dilution au 1/50000.

» Des IgG anti-RM62 polyclonaux produits chez le awocthdinde sont fournis
gracieusement par A C.Spradling, Carnegie Institutdf Washington, Baltimore,
USA, utilisés apres une dilution 1/3000.

» Des IgG anti-Modulo LA9 monoclonaux produits chez d$ouris sont fournis
gracieusement par J Pradel, Institut de Biologie Ditveloppement de Marseille

Luminy, utilisés aprés une dilution 1/233.
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» Des IgG anti-Pontin polyclonaux produits chez [@rasont fournis gracieusement par
J Pradel, Institut de Biologie du DéveloppementMigseille Luminy, utilisés apres
une dilution 1/7500.

* Des IgG anti-Nurf 38 monoclonaux produits chezdars utilisés apres une dilution
de 1/3000.

* Des IgG anti-HSC-70 4 monoclonaux produits chezsdaris sont fournis par
Stressgen utilisés apres une dilution 1/200.

« Des IgG anti-peptide FLA%(M2) monoclonaux produits chez la souris sont figair
par Sigma-Aldrich utilisés apres une dilution 1/600

* Des IgG anti-peptide HA (HA-7) monoclonaux prodwleez la souris sont fournis par
Sigma-Aldrich utilisés aprés une dilution 1/10000.

* Des IgG anti-IgG de souris ou anti-lgG de lapingés a la phosphatase alcaline
fournis par Promega, utilisés apres une dilutiod/@500.

» Des IgG anti-IlgG de cochon d’'inde couplés a la phatase alcaline fournis par
Sigma-Aldrich, utilisés aprés une dilution au 1/450

Pontage des protéines sur la chromatine.

Deux cents milligrammes d’embryons sont récoltésuxcci sont déchorionnés a
l'aide d’eau de javel diluée de moitié avec 0,4%CNat 0,03% Triton X-100 pendant 3
minutes. Apres lavage dans une solution a 0,4% Na0|03% Triton X-100, les embryons
sont transférés dans un tube et lavés dans ungosotie PBS Triton X-100 0.01%. Puis la
chromatine est pontée par 2 mL de solution de genth.8% formaldéhyde, 50 mM Hepes ,
1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 100 mM NaCl, pH 8) en prase de 3 mL de n-Heptane
pendant 15 minutes en agitant vigoureusement. Birifteyeant 10 minutes a 4000gq, les
embryons tombent au fond du tube. Le surnageadiesné. Le plus rapidement possible, la
réaction de pontage est arrétée avec 10 mL de P#8n X-100 0.01%, glycine 0.125 M.
Les embryons sont lavés avec 3 mL de solution AnfM Hepes, 10 mM EDTA, 1.5 mM
EGTA, 0.25% Triton X-100, pH 8) pendant 10 minugess agitation puis avec 3 mL de
solution B (10 mM Hepes, 0.2 M NaCl, 1 mM EDTA, 08V EGTA, 0.1% Triton X-100,
pH8) pendant 10 minutes. Les embryons sont repns d.1 mL de tampon de sonication (10
mM Hepes, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, pH8). Aprés 4 &¥cles de sonication de 30
secondes a puissance maximale (Bioblock Vibra C2#05) et I'ajout de 0.5% de N-

laurylsarcosine, le tube est centrifugé 5 minutdS@ a vitesse maximale (Sigma 1K15). Le
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surnageant est gardé. Le volume du surnageantjlest a&a 1.6 mL avec du tampon de
sonication 0.5% N-laurylsarcosine. La chromatinentpe va étre séparée des autres
constituants par ultracentrifugation sur gradienttlorure de césium. Le chlorure de césium
(1.149) est ajouté a la solution. Celle-ci estt@i@s: une densité moyenne de 1.42 glavec

du tampon de sonication 0.5% N-laurylsarcosinei¢mdle réfraction 1.372). L’extrait est
centrifugé a 20°C pendant 20 heures a 75000 rptar(fd.N 100). Le gradient est récupéré
par fraction de 200 uL. L'indice de réfraction detes les fractions est mesuré. Celles ayant
lindice de réfraction 1.37 (1.40 g/éncontiennent la chromatine pontée (Orlaretoal,
1997). Enfin, ces fractions sont dialysées une aditC (4% glycérol, 10 mM Tris HCI pH 8,

1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA). La présence de protéinpécifiques dans les fractions est
testée en Western Blot.

Séparation des complexes sur gradient de glycéroapultracentrifugation.
1.Préparation des gradients
Le gradient de glycérol 10-35 % doit étre préétabiant l'ultracentrifugation Les

variations de densité sont obtenues en faisanewéai concentration du glycérol dans un
tampon (5 mM Tris-Cl pH 8 et 1 mM EDTA). Les gradli® sont établis de la fagon suivante:
on dépose au fond de chaque tube 2,3 ml de la@oldé glycérol la plus concentrée, puis a
la surface de cette solution on dépose délicate@8nil de la solution la moins concentrée
en glycérol, puis les tubes sont placés a I'hotaenpendant 2 h 30 a 4°C. Le gradient

s’établit par diffusion entre les deux couches elesités différentes de glycérol.

2.Séparation des protéines par sédimentation adiegrt de glycérol

Pour le calibrage, les marqueurs utilisés softhgoglobuline (669 kDa), la Catalase
(232 kDa), I'Aldolase (158 kDa) et I'Ovalbumine (4@a). On dépose toujours un
milligramme de protéines sur la surface du gradissms la perturber. Les tubes sont
centrifugés a 35000 rpm en utilisant le rotor SWB&ckmam) pendant 18 heures. Aprées
l'ultracentrifugation, des fractions de 3p0sont collectées. Afin de vérifier la formation du
gradient et sa stabilité lors de l'ultracentrifugat I'indice de réfraction de chaque fraction
est mesuré a l'aide d’'un réfractometre. Pour lébcade, la densité optique a 280 nm des
différentes fractions est mesurée au spectrophdtene@ prenant pour référence la solution
de glycérol la plus concentrée. Lorsque les prettiambryonnaires sont séparées sur le
gradient, la présence des protéines d'intérétvedtiée par Western Blot.
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Immunopurification des complexes contenant la proté@e DSP1 endogene au cours de
'embryogénese.

La fixation des anticorps sur la résine AminoLinR&is Coupling Gel (Pierce) se fait suivant
le protocole fourni par Pierce. Deux types d’anmfisosont fixés a cette résine. Les premiers
sont les anticorps anti DSP1 purifiés permettantpddfier les complexes contenant la
protéine DSP1. Les seconds sont des anticorps fg@n{s par Agrobio). Ces derniers
servent pour I'expérience témoin. Environ dix nithés d’extrait de protéines nucléaires
(correspondent a 100 mg de protéines) sont incanes 200 pL de résines AminoLink® Plus
Coupling Gel (Pierce) couplées avec des anticonisDx6P1 ou anti-lgG pendant quatre
heures a 4°C. Les billes sont lavées quatre fas 40 mL de tampon de lavage (10mM Tris-
HCL pH 8.0, 150 mM NacCL, 0,1% NP40, 2 mM MgCI2, opM EDTA, 0,5 mM DTT). Les
protéines immunoprécipitées sont éluées avec dpdarfrmmunoPure® IgG Elution Buffer
pH 2.8 (Pierce). Les protéines €luées sont préeapipar ajout d’acétone froid. Les protéines
précipitées sont reprises dans un tampon de cl@@rgeSDS, 100 mM DTT, 10 % Glycérol,
50 mM Tris HCI pH 6,8, Bleu de Bromophénol). Puie® sont séparées par électrophorese
SDS PAGE sur un gel de polyacrylamide gradient %/'1dnvitrogen). Les protéines
présentes dans le gel sont colorées au bleu deassoerSimply Blue Safe stain (Invitrogen).
Enfin, les bandes présentes dans le gel sont déesypuis analysées par spectrométrie de

masse.

Immunopurification des complexes contenant la proié@e DSP1 étiquetée au cours de
'embryogénese.

1. Obtention de drosophiles transgéniques expriheantrotéines DSP1 étiquetées.
L’ADN complémentaire du gene dspl a été introdaihsl deux plasmides de transgénése
issus de la Drosophila Gateway vector Collectioneg®tment of Embryology.
Carnegie Institution of Washington). Dans les delasmides, I'expression de la protéine
DSP1 est sous le contrdle d’'un promoteur inductilole, grace a des séquences UAS
(Upstream Activation Sequence) issues de la levlurexpression de la protéine est
commandée par la présence de la protéine GAL4e<klla se fixer sur les séquences UAS
et activer I'expression de la protéine DSP1 étigaeete premier plasmide, nommé pPWF
dspl exprime une protéine DSP1 étiquetée par troidigep FLAG (DYKDDDDK) en
position C terminale. Le second plasmide, appeldWP dspl exprime la protéine DSP1
étiquetée par trois peptides FLAG et trois peptitis (YPYDVPDYA) en position N-

terminale. La transgénese a été faite par le sedactransgéenese du laboratoire européen de
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biologie moléculaire (EMBL) situé a Heidelberg eltefnagne. Il nous a renvoyeé des larves
provenant de l'injection avec nos transgenes. llecién et la localisation des transgéenes

dans le génome ont été réalisées au laboratoire.

2. Expression des protéines DSP1 simple et doubleeitgs.

Afin d’exprimer les protéines DSP1 simple et douldgquetées, il fallait croiser les
drosophiles portant les transgenes pPW&pl ou pPHWEF dspl avec une lignée de
drosophiles exprimant la protéine GAL 4. Nous asiamoisi une souchent, P{GAL4-

da.G32}UHJ ou I'expression de la protéine GAL4 est contrgbée le promoteur du gene
daughterlesgda) ce qui permet I'expression de la protéine GALAdgant toute la durée de
'embryogénese. En croisant cette souche avecrtesophiles transgéniques pPWiBplet

pPHWFdsp] leurs descendances expriment la protéine DSBaetéie dans 'embryon. Afin
d’éliminer la procédure de croisement, deux ligngmssédant le driver daGAL4 et
respectivement les transgenes pPW&pl et pPHWFdspl a I'état homozygote ont été

construites.

3. Mise au point.

A 500 pL d’extrait de protéines nucléaires conter@8PE"%*"A 10 pL de gel d’agarose
couplé avec les anticorps sont ajoutés pendanteghaures a 4°C. Puis la résine est lavée
guatre fois avec 1 mL de tampon de lavage (10mM-ACL pH 8.0, 150 mM NaCL, 0,1%
NP40, 2 mM MgClI2, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM DTT). Apreaviage, I'entérokinase est ajoutée
toute la nuit a 4 °C. Puis j'ai ajouté 10 pL de delgarose couplé avec les anticorps anti HA
a la solution de protéines éluées précédemmentapéempiatre heures a 4°C. Aprés quatre
lavages avec 1 mL de tampon de lavage, le peptideGFest ajouté aux billes a une

concentration de 500ug par mL pendant toute laandfitC

4. Immunopurification des complexes contenant la pnet®SP1 étiquetée
» Avec la lignée DSP1 étiquetée trois FLAG.
La purification des complexes contenant la protéx&P1 simple étiquetée a été réalisée a
I'aide d’anticorps dirigés contre les étiquettessti=LAG. Environ dix millilitres d’extrait de
protéines nucléaires (correspondent a 100 mg déipe) d’embryons exprimant la protéine
DSP1 3 FLAG et dix milllitres d'extrait de protéa nucléaires d’embryons/''®
(expérience contrdle) ont été incubés avec 200'ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma)

pendant 2 h & 4°C. Le surnageant a été éliminébiles ont été lavées quatre fois avec 10
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mL de tampon de lavage. Les protéines immunoptéepiont été éluées par coupure des
peptides FLAG par I'entérokinase pendant 2 heurg@g°&€. Apres la coupure, les billes ont
été lavées deux fois avec 3 mL de tampon de laadigede récupérer le maximum de
protéines éluées. Enfin, les protéines présentes lda élutions ont été analysées par Western
Blot.

* Avec lalignée DSP1 etiquetée trois FLAG et trois. H

La purification des complexes contenant la protéd®P1 double étiquetée a été réalisée a
I'aide d’anticorps dirigés contre le peptide FLA@ip d’anticorps dirigés contre le peptide
HA. La premiére partie de cette expérience aveamgsorps anti FLAG est identique a celle
réalisée pour la lignée DSP1 simple étiquetée uti@h et les deux lavages ont été réunis puis
mis en présence de 200 pL de résine MonoclonatatiAgarose (Sigma Aldrich) pendant

2 h a 4°C. Le surnageant a été éliminé. Les bdlgsété lavées quatre fois avec 10 mL de
tampon de lavage. En ajoutant 2 mL de PBS conteb@dfig par mL de peptide 3x HA
(500ug par mL) a 4°C pendant une nuit, les proteiineées aux anticorps ont été éluées.
Aprés élution, la résine a été lavée deux fois &aolL de tampon de lavage. Enfin, les
protéines présentes dans les élutions ont étésaresypar Western Blot.

Co-immunoprécipitation.

500 pg d’extraits protéiques embryonnaires sonibiés avec 20 pL de billes AminoLink®

Plus Coupling Gel (Pierce) couplées avec des apscanti-DSP1 ou anti-IgG (expérience
contrble) pendant deux heures a 4°C. Les bille$ bkwées quatre fois avec du tampon de
lavage. Les protéines immunoprécipitées sont élages du tampon ImmunoPure® IgG

Elution Buffer pH 2.8 (Pierce). Ensuite, les pro&s éluées sont analysées par Western Blot.

Production et purification de la protéine DSP1 cheEscherichia coli

1. Clonage dalspldansle vecteur pET31b afin de produire la protéine D&Rjuetée

six histidines (DSP1-6 His).

La séquence codante pour la protéine DSP1 entiété amplifiée de 'ADNc en utilisant les
amorces suivantes 5-CATATGGAACACTTTCAT_3' et 5-CGAGTTGGTTCTCGTC-
3'. Le protocole de PCR a été de 30 cycles : 9péadant une minute, 50 °C pendant une
minute et 70 °C pendant une minute et trente sexorige produit de PCR a été inséré dans le
plasmide pCRII-TOPO (Invitrogen). La constructionége digérée par les enzymes de

restrictionNdd (Eurogentec) eXhd (Eurogentec). Le fragment d’une taille approxivaide

169



1200 pb a été isolé et inséré dans le vecteur tBsspn pET31b (Novagen). Cette
construction a été utilisée pour transformer lacheu de bactérie€scherichia coli
BL21(DES3) (Novagen).

2. Test de I'expression de la protéine DSP1-6 His @mtherichia coli.
Les souches &scherichia coltransformées par le plasmide pET3dplont été multipliees
dans une préculuture de 5 mL de milieu LB (LuriatBy contenant 100 pg/mL d’ampicilline
and 34 pg/mL de chloramphénicol pendant une n@iI°&. La préculture a été diluée cent
fois dans 10 mL de milieu LB contenant les antilgiogs et cultivée a 37 °C. Quand la densité
optique a 600 nm a été de 0.6, I'IPTG (isoprgpyd-thiogalactoside) a été ajouté a une
concentration finale de 1 mM. Apres deux heureqdiiction, les cellules ont été
centrifugées. Le culot a été repris dans 100 ptadgon de charge protéine. Ensuite, il a été
chauffé a 95°C pendant 5 minutes. Les extraitsépacts ont été déposés sur un gel SDS-
PAGE a 10%. Les protéines présentes dans le getetmrées 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 cameat 100 pg/mL d’ampicilline and 34
pg/mL de chloramphénicol a été inoculé avec 18 mlpeculture de bactérie BL21 (DE3)
pET31b-dspl. Quand la densité optique a 600 nméadét0.6, 'IPTG (isopropyp-D-
thiogalactoside) a été ajouté a une concentratioalef de 1 mM. Aprés deux heures
d’induction, les cellules ont été centrifugées 1 @ 4000 g a 4°C (Sorvall RC5C). Les
culots ont été congelés a -80°C. Quatre grammeslldés de cellules congelées ont été repris
dans 60 mL de tampon de lyse (50 mM NaH2PO4, H8,[#0 mM NaCl, 2 mM imidazole,
lysozyme 1 mg/mL). Le lysat a été incubé une deeirb a 37°C. Trois cycles de
congélation/décongélation ont été nécessaires.sAm@ mM de MgGl et 0.1 mg/mL de
DNAse | ont été ajoutés au lysat pendant 30 minaitiesnpérature ambiante. Ensuite, le lysat
a été centrifugé a 16000 g pendant 20 min a 4 &8.drotéines présentes dans le surnageant
ont été précipitées par I'ajout de 32.6 g/100 misdkate d’ammonium durant 45 min a 4 °C.
Apres centrifugation a 16000g pendant 30 minuté33 le culot a été repris dans 60 mL de
tampon de lyse. La purification de la protéine D$&Pis a été réalisée en utilisant la résine
Ni-NTA™ (Ni+, QIAGEN) suivant le protocole standard. Latdine DSP1 étiquetée six

170



histidines éluées a été repérée par SDS-PAGE @tatioin au bleu de coomassie. Apres ajout
d’inhibiteurs de protéase (Complete inhibitor cadktde chez ROCHE), les fractions
contenant la protéine DSP1-6 His ont été dialyséesre du tampon 20 mM Tris Hcl pH 7,
20 mM NacCl. Puis, elles ont été concentrées danyalmme de 10 mL (Amicon cell
concentrator). Par chromatographie FPLC (Amershaosdince), cette solution a été
purifiée sur une colonne d’affinité avec une réséobangeuse de cations HiTrap SP XL.
Cette colonne a été équilibrée a 4°C dans du targpamM Tris—HCI, pH 7, 20 mM NacCl.
La protéine DSP1-6 His a été éluée par une augtmmmtanéaire de la concentration en NacCl
de 20 a 500 mM avec un débit de 1 mL/min pendantnBtutes. La protéine DSP1-6 His
éluée a été repérée par SDS-PAGE et coloration law e coomassie. Les fractions
contenant DSP1-6 His ont été réunies puis conantdans un volume de un millilitre.
DSP1-6 His a été séparée par tamisage moléculairairee colonne superdex 75 16/60
(Pharmacia). Le débit a été de 1 mL/min. La pra&tddEP1-6 His éluée a été repérée par
SDS-PAGE et coloration au bleu de coomassie. Lagiéms contenant la protéine DSP1-6
His ont été congelées a — 80°C. La quantité deépmtDSP1-6 His a été évaluée en mesurant
la densité optique de la solution a 280 nm corriggele coefficient d’extinction molaire de
44015 M-1 cm-1 (http://www.expasy.org/). La purel@ la solution contenant la protéine

DSP1-6 His a été évaluée par spectrométrie de masse

4. Diffusion dynamique de lumiére ou Dynamic Light Beang.
La diffusion dynamique de lumiere a été effectugel'sippareil Dynapro-MSTC DLS. La
concentration de la protéine DSP1 étiquetée sitidimes était de 1.1 mM dans un tampon
20mM NaPO4 pH 7.2, 10 mM NaCl2. L’'analyse a étédtiée a 4°C.

5. Etude de I'oligomérisation de la protéine DSP1.
A 50 mM de protéine DSP1 dans un tampon 50 mM Na&ImM Hepes pH 7,6, 0,1 mM
EDTA, 12,5 mM MgC}, 0,05% NP40, 1 mM DTT et 10% glycerol est ajouf@l® de
glutaraldéhyde pour un volume de réaction finaR@equL. La réaction est arrétée par ajout de
tampon de charge protéine 2X. Puis lI'oligomérisatite la protéine DSP1 est vérifiee par

western blot avec des anticorps dirigés contredéeme DSP1.

6. Spectrométrie de masse.
Les analyses de spectrométrie de masse ont etdueids a la Plate-forme de Protéomique

Analytique et Fonctionnelle du Centre de RecherdN&A de Tours a Nouzilly par Valérie
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Labas. Les échantillons ont été digérés dans Igaela trypsine pendant 2h a 37°C. Les
extraits peptidiques ont été séchés puis analyméspectrométrie de masse. Les échantillons
ont été analysés par LC1D-nanoESI- Q-TOF. Les gegptissus de la digestion des bandes
sont analysés par un systtme nanoHPLC CapLC (WaWaschester, UK) couplé a un
spectrometre de masse Q-TOF Ultima Global (Wateigdvhass, Manchester, UK) équipé
d’'une source d’ion en Z-spray. L'appareil est adliad I'aide d’'une solution de GluF a 500
fmol/uL (50% d’une solution d’acide formique 1%0 % acétonitrile, v/v)

Les échantillons sont dessalés et concentrés ae ji@r une précolonne (Monolithic trap
colonne, 0.3 mm 1.D, Dionex).

La séparation des peptides est réalisée sur ummmredlcapillaire phase réverse (Atlantis
dC18, 75 um I.D., 15 cm de longueur, Waters) avedabit de 200 nL/min.

Le profil du gradient est le suivant :

-Equilibration des colonnes avec 95% de solvan@A% acide formique / 2% acétonitrile /
98% H20, v/v) et 5% de solvant B (0.1% acide founeid 20% H20 / 80% acétonitrile, v/v)
-Gradient de 5 a 15% de B en 1 min

-Palier a 15% B pendant 4 min

-Gradient de 15% a 55% de B en 60 min

-Palier & 95% de B pendant 15 min.

L’acquisition des données se fait de facon autajuaetientre les modes MS et MS/MS
(fragmentation) : un MS survey scan est suivi pM3YMS scans sur les 4 pics détectés les

plus intenses.

Les données brutes sont traitées par le logicieteRiLynx Global Server V 2.2.5 (PLGS)
pour créer des fichiers .pkl comportant I'ensemdies précurseurs sélectionnés a la
fragmentation ainsi que la liste des ions fragmassociés.

Les données expérimentales sont confrontées a amgue de donnée a l'aide du logiciel
MASCOT disponible sur le site de MASCOT SCIENCE (mwatrixscience.com).

Les recherches ont été réalisées en sélectiorematitéres 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 méthioneresnodifications partielles

- taxonomie : _all taxa_

7. Dichroisme Circulaire.
Le Dichroisme Circulaire a été réalisé sur un gpeoctarimétre JASCO J-810 dans une cuve
en quartz de 1 mm a 20 °C. Le spectre est présentéolar ellipticity (deg.cidmol?). La
concentration de la protéine DSP1 étiquetée sitidimes était de 1.1 mM dans un tampon
20mM NaPO4 pH 7.2, 10 mM NacCl2. L'estimation desteucture secondaire a été effectuée

en utilisant la suite logicielle CDPro (Sreeramd&vetody, 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 I'activation ou
la répression des génes. Les profils d’expression génique mis en place vont perdurer d’'une génération
cellulaire a l'autre. Ce phénoméne met en jeu des mécanismes épigénétiques qui remodelent
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 génes au cours
du développement. Les protéines PcG maintiennent les genes réprimés tandis que les protéines TrxG
maintiennent les génes activés. Une troisieme classe de protéines nommée Enhancers of Trithorax
and Polycomb (ETP) module I'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 a 1 MDa. Le travail de thése présenté ici a pour but d’identifier les partenaires de la protéine
DSP1 dans I'embryon et de mieux connaitre les propriétés biochimiques de DSP1. Premiérement, j'ai
mis en place puis effectué I'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
a boite DEAD. Les relations biologiques entre DSP1 et Rm62 ont été précisées. Deuxiemement, j'ai
déterminé, par une approche biochimique, de nouvelles caractéristiques physico-chimiques de la
protéine DSP1.

Mots clés : Drosophile, High Mobility Group, DSP1, complexe multiprotéique, Enhancers of Trithorax
and Polycomb.

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, | 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, | have identified a new physicochemical aspect of DSP1 protein.

Keywords : Drosophila, High mobility Group, DSP1, protein complex, Enhancers of polycomb and
trithorax.
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