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La formation des trois feuillets embryonnaires primordiaux et leur régionalisation selon les axes 

embryonnaires sont des étapes cruciales au cours du développement précoce. Dans ce contexte, 

nous avons montré que XDSCR6, un inducteur du mésoderme et des axes embryonnaires qui présente 

des propriétés dorsalisantes, interagit physiquement et fonctionnellement avec le facteur de 

transcription XSTAT3. Au cours des étapes précoces du développement, XSTAT3 est active pendant la 

gastrulation et l’activation anormale de cette protéine dans la région dorsale induit la ventralisation des 

tissus embryonnaires. Par ailleurs, nous avons montré que XDSCR6 et XSTAT3 présentent des rôles 

antagonistes in vivo au cours de la mise en place des axes embryonnaires. Cet antagonisme peut être 

expliqué par le fait que XDSCR6 régule négativement l’activité transcriptionnelle de XSTAT3 en 

modulant sa méthylation sur les résidus lysine. L’ensemble de nos résultats a permis de déterminer 

l’importance cruciale de cette modification post-traductionnelle dans les propriétés ventralisantes de 

XSTAT3. Par ailleurs, nous avons montré que la méthyltransférase XEZH2 méthyle et active XSTAT3 in vivo. 

Des travaux antérieurs de l’équipe avaient montré que les propriétés dorsalisantes de XDSCR6 reposent 

sur sa capacité à inhiber l’activité épigénétique répressive de XEZH2 sur les gènes du mésoderme 

dorsal. Ainsi, nos travaux suggèrent que XDSCR6 est un modulateur transcriptionnel situé à l’interface 

entre certains régulateurs chromatiniens et des facteurs de transcription pendant la mise en place des 

axes embryonnaires. 

 

 

 

 

 

One of the most challenging questions in developmental biology is to understand how a totipotent 

zygote differentiates into an organism containing all cell lineages. The formation of the three germ 

layers and the establishment of embryonic axis are fundamental events during early development. In 

this context, we demonstrated that XDSCR6, a mesoderm and embryonic axis inducer that exhibits 

dorsalizing properties, physically and functionally interacts with the transcriptional factor XSTAT3. During 

early development, XSTAT3 is active throughout gastrulation step and its abnormal activation in dorsal 

region leads to embryonic tissues ventralization. Furthermore, we showed that XDSCR6 and XSTAT3 have 

antagonistic roles in vivo during axis formation. This antagonism can be explained by the fact that 

XDSCR6 negatively regulates the transcriptional activity of XSTAT3 by interfering with its methylation on 

lysine residues. Moreover, this post-translational modification plays a crucial role in the ventralization 

abilities of XSTAT3. In a previous study, it has been shown that XDSCR6 negatively regulates the XEZH2 

repressive epigenetic activity on dorsal mesoderm genes. Thus, we propose that XDSCR6 is a 

transcriptional modulator acting between epigenetic regulators and transcriptional factors during 

embryonic axis formation. !
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Un vertébré adulte est constitué de plusieurs centaines de millions de cellules. 

Comment cet individu s’est formé à partir d’une seule cellule ? Pourquoi a-t-on besoin 

de deux parents pour former un nouveau-né ? Pendant des siècles, les embryologistes 

ont cherché à répondre à ces questions. Déjà, dès l’antiquité le philosophe grec stipula 

qu’un embryon se développe progressivement à partir d’un état indifférencié, en 

devenant de plus en plus complexe. Cette théorie nommée épigenèse a été 

formellement décrite en 1651 par William Harvey. Cette théorie a été opposée à celle 

de la préformation qui considéra que l’ovule ou le spermatozoïde étaient des êtres 

vivants en miniature dont tous les organes étaient déjà formés. Ainsi, cet individu ne 

faisait que grandir au cours de son développement. Cependant, cette théorie 

n’expliquait pas pourquoi il fallait deux individus, un mâle et une femelle, pour former un 

nouveau-né.  

Au cours du temps, d’autres théories ont été évoquées et crues pendant des 

années. Par exemple, au XIXème siècle, « L’origine des espèces » a été publiée par 

Charles Darwin. Dans cette publication, il décrit la théorie de l’évolution : au tout début 

du développement les différentes espèces se ressemblent, puis des caractères 

spécialisés apparaissent et se développent au cours du développement. Cette théorie 

a été défendue par l’allemand Ernest Haeckel qui proposa que les embryons des 

vertébrés présentent des structures comparables avec un plan d’organisation commun 

(Figure 1). !

!

!

Figure 1 : La planche de Haeckel publiée en 

1874. Cette planche illustre le développement 

embryonnaire des vertébrés. La première ligne 

représente le stade précoce commun aux 

espèces représentées et celle du bas montre un 

stade de l’embryon plus tardif. Il est à noter que 

ces dessins ont fait l’objet de plusieurs critiques 

relatives à la falsification de certaines 

observations pour mettre en évidence les 

similitudes des différentes espèces.  

(D’après Gilbert, S. F., 1997)  

!

Préambule 
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Avec le temps, il y a eu un énorme progrès au niveau expérimental et des 

nouvelles techniques se sont développées. L’avènement de la théorie cellulaire, grâce 

aux progrès en la microscopie optique, a enfin donné accès à la cellule. La découverte 

de la cellule comme unité du vivant, puis la découverte de la différence entre cellule 

somatique et gamète, ont été des événements majeurs dans la biologie. Ceci a permis 

des énormes progrès dans la biologie du développement. Par exemple, les 

embryologistes ont montré que l’embryon triploblastique précoce est constitué de trois 

feuillets primordiaux, l’ectoderme, le mésoderme et l’endoderme, et que leur 

régionalisation selon les axes embryonnaires est une étape cruciale au cours du 

développement précoce. Chez l’amphibien, le mésoderme, qui est destiné à produire 

les muscles, le squelette et les vaisseaux sanguins, se met en place pendant la 

segmentation et se régionalise progressivement selon l’axe dorso-ventral au cours de la 

gastrulation. C’est dans ce contexte que s’inscrit mon travail d’étude qui est présenté 

dans ce manuscrit. Il consiste à étudier la fonction de XDSCR6 (Xenopus homologue of 

Down Syndrome Critical Region protein 6) au cours de la mise en place des axes 

embryonnaires. Mon équipe a montré que cette protéine agit comme un inducteur du 

mésoderme et présente des propriétés dorsalisantes.  

Mon manuscrit est composé de trois parties principales comprenant une 

introduction divisée en cinq chapitres. Le premier chapitre expose très succinctement 

l’histoire de la biologie du développement ainsi que le modèle Xenopus laevis. Le 

deuxième chapitre décrit les étapes essentielles du développement en se focalisant sur 

la mise en place des feuillets primordiaux et des axes embryonnaires. Une grande partie 

de ce chapitre décrit les acteurs moléculaires principaux de ces évènements. Le 

troisième chapitre expose les gènes de la région DSCR (Down Syndrome Critical Region), 

et plus particulièrement leur fonction au cours du développement embryonnaire. Le 

quatrième chapitre est consacré à la description de la fonction des protéines membres 

de la famille Polycomb au cours du développement embryonnaire. Enfin, le dernier 

chapitre de l’introduction présente les membres de la famille STAT (Signal transducer 

and activator of transcription). La deuxième partie de mon manuscrit commence par la 

présentation de la problématique de mon doctorat ainsi que tous les résultats obtenus 

au cours de ces trois dernières années. Ils seront présentés sous forme d’un article 

actuellement en préparation. Enfin, la dernière partie de mon manuscrit est consacrée 

à la discussion de ces résultats.   

Préambule 



 

!

!

 

 

 

 

 

Figure 2 – Représentation schématique de l’expérience de Wilhem Roux 

(1890). Après la fécondation, un blastomère a été tué avec une aiguille chauffée au 

stade 2 cellules. Aux stades blastula et neurula nous pouvons voir que le côté gauche ne 

se développe pas. Cette expérience démontre que le développement des cellules 

embryonnaires est mosaïque et est prédéterminé dès le stade 2 cellules. (PA : pôle 

animal ; PV : pôle végétatif).  

(D'après GILBERT, 1994) 
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 1. L’histoire 

La biologie du développement embryonnaire étudie les phénomènes qui 

permettent de comprendre comment une seule cellule, appelée zygote, est capable 

d’être à l’origine d’un organisme adulte. Cette discipline a beaucoup évolué depuis le 

XXème siècle grâce à la l’utilisation expérimentale de plusieurs espèces modèles. Il s’agit 

notamment du nématode Caenorhabditis elegans, de la drosophile Drosophila 

melanogaster, de l’oursin Paracentrotus lividus, du poisson zèbre Danio rerio, de 

l’amphibien Xenopus laevis, du poulet Gallus gallus ou encore de la souris Mus musculus. 

L’utilisation de ces modèles permet d’avoir aujourd’hui une vision de l’ensemble des 

mécanismes fondamentaux de la biologie du développement.  

Les expériences pionnières en embryologie expérimentale ont été effectuées sur 

des embryons d’amphibien et d’oursin.  

Dans les années 1880s, l’allemand Wilhelm Roux a réalisé les premières expériences 

sur l’amphibien Rana fusca. Au stade 2 cellules, ce chercheur a tué le blastomère 

gauche avec une aiguille chauffée et a observé que l’embryon résultant ne forme que 

sa partie droite. Il a donc montré que le développement des cellules embryonnaires est 

prédéterminé dès le stade 2 cellules et qu’il est mosaïque, chaque cellule contient très 

tôt les informations pour orienter son devenir (Roux, 1890) (figure 2). Au début du XXème 

siècle, Hans Spemann et Hilde Mangold ont mené leurs recherches sur les embryons de 

Triton taeniatus et ont découvert une région capable d’induire des structures dorsales, 

montrant alors que le développement pouvait aussi faire appel à des mécanismes 

d’induction embryonnaire. Cette région fut appelée centre organisateur de Spemann 

et Mangold (Spemann and Mangold, 1924).  

Ce n’est que à partir de la 2ème Guerre Mondiale que le xénope (Xenopus laevis) a 

été utilisé comme modèle d’étude. En effet, il servait d’indicateur de présence de 

gonadotrophines dans l’urine des femmes enceintes (L. Hogben et al., 1931). L’injection 

d’urine contenant l’hormone gonadotrophique dans les sacs lymphatiques dorsaux 

Introduction - A 



 

 

 

 

 

Figure 3 – Représentation schématique de l’expérience John Gurdon (1962). 

John Gurdon a d’abord isolé des cellules de l’épithélium intestinal, et ensuite a transféré 

un noyau de ces cellules dans un oeuf énucléé. Cet oeuf se développe normalement 

jusqu’au stade adulte. Cette expérience démontre que le noyau d’une cellule 

somatique adulte différenciée peut être reprogrammé pour redevenir pluripotent. (PA : 

pôle animal ; PV : pôle végétatif ; D : dorsal ; V : ventral ; A : antérieur ; P : postérieur).  

(D'après Gurdon, 2009). 
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induit la libération d’œufs entre 8 et 12h post-injection (Oakley, 1984, p. 97). En 1940, ce 

test a été nommé test de Hogben (Hogben, 1946). A partir des années 60s ce diagnostic 

a été remplacé par des méthodes immunologiques. Le xénope a été de plus en plus 

utilisé par les biologistes du développement, notamment pour la microchirurgie 

traditionnelle et pour les études biochimiques qui demandent des grandes quantités de 

matériel biologique.  

Pour la première fois dans l’histoire de la science, la voie du clonage animale a 

commencé en 1962 par John Gurdon sur les embryons de Xenopus laevis. Il a transféré 

le noyau d’une cellule d’épithélium intestinal d’un têtard âgé (cellule donneuse) dans 

un oeuf énucléé (cellule receveuse) et a montré que le noyau de la cellule donneuse 

(cellule somatique adulte différenciée) peut retourner à un état de type embryonnaire, 

permettant à l’oeuf injecté de reproduire les étapes de développement qui conduisent 

à l’obtention d’un animal adulte (figure 3). John Gurdon a ainsi montré que le noyau 

d’une cellule mature d’un organisme adulte pouvait être reprogrammé en cellule 

pluripotente (Gurdon, 1962).  Ces expériences ont été reprises en 2006 par Shinya 

Yamanaka qui a démontré qu’il était possible de manipuler des cellules différenciées de 

souris adulte pour leur faire retrouver les mêmes propriétés que les cellules souches 

embryonnaires. Ces cellules ont été appelées « cellules souches à pluripotence induite » 

(ou cellules iPS) (Takahashi and Yamanaka, 2006). Les travaux de ces deux chercheurs 

ont abouti à un prix Nobel en 2012. !

!

 2. Le modèle Xenopus laevis 

L’espèce Xenopus laevis, aussi appelée le crapaud à griffes ou dactylère du Cap, 

est originaire de l’Afrique du Sud. C’est un amphibien anoure de la famille des pipiadés. 

Son mode de vie est essentiellement aquatique, et il ne remonte à la surface de l’eau 

que pour respirer. Il s’élève facilement et se développe à une température de 20°C. 

Cette espèce peut se reproduire toute l’année, est exceptionnellement résistante aux 

maladies et a un cycle de vie assez court par rapport à d’autres espèces. De plus, lors 

de la ponte, les femelles peuvent déposer un grand nombre d’œufs et de grande taille 

(environ 1,25 mm de diamètre) ce qui facilite l’observation macroscopique des 

différentes étapes précoces du développement ainsi que la manipulation des 

embryons, notamment pour des expériences de microchirurgie. Le développement 
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embryonnaire externe rend le xénope particulièrement intéressant pour des approches 

d’embryologie expérimentale.  

Chez le xénope les principales phases du développement sont bien documentées. 

En effet, la carte des territoires présomptifs est définie et stéréotypée (Nieuwkoop, P. D. 

and Faber, J., 1956). Ceci a permis aux biologistes de développer de nombreuses 

techniques et outils pour étudier la fonction des gènes au cours du développement 

embryonnaire. Par exemple, la taille des embryons rend la micro-injection une 

expérience particulièrement accessible. Cette technique permet l’étude rapide de la 

fonction d’un ou de plusieurs gènes simultanément, ce qui est plus difficile chez d’autres 

espèces comme la souris par exemple. En effet, la micro-injection d’ARNm ou d’ADN 

permet la surexpression ou le gain de fonction d’un gène. La perte de fonction se fait 

par l’injection d’oligonucléotides de type Morpholino (qui bloquent la traduction d’un 

ARNm cible ou son épissage) ou d’ARNm codant pour des formes tronquées de 

protéines fonctionnant comme des dominants négatifs. La visualisation du profil 

d’expression des transcrits ou des protéines au cours du développement embryonnaire 

est également possible grâce aux techniques d’hybridation in situ et 

d’immunohistochimie, respectivement.  

Ainsi, depuis le XXème siècle, le xénope est devenu un modèle d’étude puissant 

pour comprendre et décrire le développement embryonnaire.  

Comme tous les modèles, Xenopus laevis présente également des désavantages. 

En effet, cet amphibien est un vertébré allo-tétraploïde ce qui rend plus difficile les 

études par l’utilisation de la génétique classique. C’est pour cette raison que les 

biologistes du développement ont commencé à étudier le développement de Xenopus 

tropicalis, une espèce très proche de Xenopus laevis. Cet amphibien est diploïde et est 

sexuellement mature à l’âge de quatre mois. De plus, son génome a été entièrement 

séquencé (Hellsten et al., 2010), ce qui permet l’utilisation de méthodes génétiques pour 

l’étude de la fonction des gènes chez l’embryon.  !

!

! !
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Figure 4 – Représentation schématique du cycle de développement de Xenopus 

laevis. Les différentes étapes du cycle de développement du xénope sont représentées dans le 

cercle central : la fécondation, la segmentation, la gastrulation, la neurulation, l’organogenèse 

et la métamorphose.                    (D'après Darribère, 2002) 

 

 

 

Figure 5 – Représentation schématique de l’ovogenèse de Xenopus laevis.  Les 

ovogonies sont issues des cellules germinales primordiales. Ces cellules vont de multiplier et après 

les mitoses, les ovogonies vont entrer en méiose. Les ovocytes primaires vont rester bloqués au 

stade diplotène de la prophase I. L’étape suivante, la vitellogenèse, correspond à la croissance 

ovocytaire et à l’accumulation de réserves. L’ovogenèse se termine par la maturation de 

l’ovocyte et donc à la formation de l’ovocyte secondaire. Dans cet ovocyte, les réserves se 

distribuent de manière hétérogène : on observe un gradient vitellin dans lequel les plaquettes 

vitellines s’accumulent dans la région végétative (rouge) ; et un gradient de ribonucléoprotéines 

(RNP, en vert) dans lequel les ARN ribosomiques se concentrent autour du noyau dans la région 

de l’hémisphère animal. Les granules pigmentaires sont concentrés au niveau du cortex de 

l’hémisphère animal, tandis que certains déterminants cytoplasmiques comme les ARNm Vg1 et 

VegT sont au niveau de l’hémisphère végétatif. Cet ovocyte est en métaphase de 2ème division 

de méiose. (PA : pôle animal ; PV : Pôle végétatif).     (D'après Darribère, 2002) 
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 1. Les étapes du développement embryonnaire de 

Xenopus laevis  

Le développement d’un organisme à partir d’une cellule totipotente est une 

question centrale étudiée en embryologie. Comme dans d’autres organismes, le 

développement des vertébrés est subdivisé en différentes phases définies : la 

fécondation, le clivage, la gastrulation, la neurulation et l’organogenèse (figure 4). Chez 

le xénope, les différents stades de développement ont été observés en détail et décrits 

par les tables de Nieuwkoop et Faber (Nieuwkoop and Faber, 1994).  

 

 1.1. L’ovogenèse 

L’ovogenèse débute par une période d’activité mitotique des ovogonies, des 

cellules issues des cellules germinales primordiales. Les ovogonies se différencient pour 

donner l’ovocyte primaire, le gamète femelle qui est bloqué au stade diplotène en 

prophase I de la méiose. La croissance de l’ovocyte primaire permet l’accumulation de 

réserves nutritives d’origine endogène et exogènes. Ces réserves permettent un 

développement externe et autonome de l’embryon en absence de ressources nutritives 

externes jusqu’au stade larvaire. Chez le xénope, ces réserves s’accumulent dans 

l’ovocyte de manière hétérogène et sont disposées en gradient dans le cytoplasme, ce 

qui permet la mise en place d’une polarité structurale.  

Dans l’hémisphère animal, il y a accumulation de granules pigmentaires dans le 

cortex et le déplacement de la vésicule germinative, tandis que dans l’hémisphère 

végétatif, les plaquettes vitellines riches en protéines sont accumulées (Dumont, 1972). 

C’est également dans le pôle animal de l’ovocyte II qui se trouve fuseau méïotique du 

gamète femelle bloqué en métaphase de seconde division de méiose (figure 5). Lors de 

sa mise en place, certains pigments du cortex localisés dans le pôle animal au-dessus 

fuseau seront déplacés, ce qui conduit à l’apparition de la tâche de maturation. Ainsi, 

l’axe animal-végétatif est établi très tôt et correspond approximativement à la future 

polarité antéro-postérieure de l’embryon.  
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 1.2. La fécondation 

Dans la nature, lors de l’accouplement, les femelles xénope pondent des 

centaines d’œufs et les mâles, accrochés sur le dos de la femelle, déposent leurs 

spermatozoïdes au fur et à mesure. Au laboratoire, les femelles sont stimulées par 

l’injection de l’hormone chorionique gonadotrope humaine (hCG) dans les sacs 

lymphatiques dorsaux, ce qui permet la ponte d’ovocytes. Ils sont ensuite fécondés in 

vitro par l’ajout de fragments de testicule dilacéré. Cette méthode permet la 

fécondation d’un grand nombre d’ovocytes simultanément, ce qui conduit à un 

développement synchrone des embryons.  

La fécondation a lieu dans l’hémisphère animal du gamète femelle. La fusion des 

membranes plasmiques des deux gamètes provoque la dépolarisation temporaire de 

l’œuf. La membrane plasmique de l’œuf devient donc moins réceptive à l’entrée d’un 

deuxième spermatozoïde, ce qui empêche en partie la polyspermie (Grey et al., 1982). 

De plus, la reprise de la méiose provoque la disparition du fuseau méiotique initialement 

présent dans le cytoplasme, ce qui entraîne le recouvrement du pigment cortical au-

dessus du pronucléus femelle, et donc à la disparition de la tâche de maturation. La 

fécondation induit la libération de Calcium dans le cytoplasme. Les granules corticaux 

libèrent leur contenu dans l’espace entre la membrane plasmique et l’enveloppe 

vitelline  (Grey et al., 1974). Ceci permet la formation d’un espace périvitellin et d’une 

membrane de fécondation appelée chorion. La formation de l’espace périvitellin 

permet à l’œuf fécondé de tourner librement sous l’influence de la gravité en fonction 

du gradient vitellin pour amener l’hémisphère animal vers le haut. Ce mouvement est un 

processus qui induit la rotation du cortex de 30°. Ce phénomène induit la formation 

d’une région dépigmenté appelée croissant gris (Brachet, 1977). La rotation corticale 

coïncide avec le déplacement des déterminants dorsaux présents dans le pôle 

végétatif vers la région au niveau du croissant gris. Ainsi, la spécification de l’axe dorso-

ventral a lieu dès le début du développement via la rotation corticale. Ces événements 

nécessitent d’un réarrangement des microtubules. En effet, une partie du faisceau de 

microtubules polymérise depuis le point d’entrée du spermatozoïde vers le cortex de 

l’hémisphère végétatif au fur et à mesure que la rotation corticale progresse (Houliston 

and Elinson, 1991). Ces mouvements de microtubules sont cruciaux pour le 

développement de l’axe dorso-ventral. Par exemple, si la polymérisation des 

microtubules est bloquée avant la rotation corticale, par exposition de l’œuf aux 

irradiations UV ou au nocodazole, les embryons formés ne présentent pas toutes les 
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Figure 6 – Modèle schématique de la localisation et activation de la            

ß-caténine dans embryons de xénope. Au stade ovocyte, la protéine Dishevelled 

(Dsh) est accumulée dans les vésicules du cortex végétatif. Après la fécondation, ces 

vésicules sont transloquées dans la future région dorsale. Le contenu de ces vésicules est 

libéré dans le cytoplasme et distribué la future région dorsale. Dans cette région, Dsh se 

lie et bloque l’action de GSK-3, ce qui permet l’accumulation de ß-caténine. Dans la 

future région ventrale, en absence de Dsh, GSK-3 peut induire la dégradation de la ß-

caténine. (V : ventral; D : dorsal ; Dsh : Dishevelled ; GSK-3 : Glycogène synthétase 3) 

(D'après GILBERT, 1994) 
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structures dorso-antérieures, ils sont ventralisés (Elinson and Rowning, 1988; Scharf and 

Gerhart, 1983). Ceci montre l’importance de la rotation corticale pour l’activité 

dorsalisante des déterminants cytoplasmiques qui se situent initialement au niveau de 

l’hémisphère végétatif.  

Un des acteurs principaux dans la détermination de l’axe dorso-ventral est la 

protéine Dishevelled (Dsh). Cette protéine d’origine maternelle, est accumulée dans des 

vésicules du cortex végétatif. Lors de la rotation corticale, ces vésicules sont 

transloquées dans la future région dorsale et libèrent leur contenu dans le cytoplasme. 

Dsh est une protéine inhibitrice de GSK-3 (Glycogène synthétase kinase 3). GSK-3 

provoque la dégradation de la protéine cytoplasmique β-caténine, un facteur de 

transcription essentiel pour la formation des structures dorsales de l’embryon. Ainsi, dans 

la région dorsale, il y a enrichissement de Dsh, qui par conséquent inhibe l’activité de 

GSK-3, et donc la protéine β-caténine n’est pas dégradée. La β-caténine peut ainsi 

activer la transcription des gènes dorsaux, ce qui permet donc la formation des 

structures dorsales. A l’inverse, dans la région ventrale de l’embryon, en absence de 

Dsh, GSK-3 demeure active et peut provoquer la dégradation de β-caténine (figure 6). 

La déplétion de β-caténine conduit à une perte complète des structures dorsales, tandis 

que l’expression ectopique de cette protéine dans la région ventrale de l’embryon 

induit la formation d’un deuxième axe embryonnaire (Funayama et al., 1995; Heasman 

et al., 1994; Larabell et al., 1997). L’ensemble de ces résultats montre que la stabilisation 

de la β-caténine dans la future région dorsale est essentielle pour la formation des 

structures dorsales de l’embryon.  

Dans le cortex végétatif, en plus de Dsh, se trouve un autre déterminant crucial : le 

facteur de transcription à boîte T, VegT. L’ARNm de VegT est présent dès l’ovogenèse et 

est nécessaire à la spécification de l’endoderme et du mésoderme ainsi qu’à la 

formation du centre de Nieuwkoop (Zhang et al., 1998). VegT régule l’expression des 

gènes de la famille Nodal, comme Xnr1, Xnr2, Xnr4, Xnr5, Xnr6 et Derrière (Kofron et al., 

1999; Sun et al., 1999; Takahashi et al., 2000; Xanthos et al., 2002). Ces gènes sont 

exprimés tout le long de l’axe dorso-ventral, et sont répartis selon un gradient 

décroissant selon l’axe dorso-ventral au stade blastula. 

!

!

!
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Figure 7 – Représentation schématique de l’expérience de Hans Spemann en 

1903 : l’asymétrie du développement. Au stade quatre cellules, les deux 

blastomères dorsaux contenant le croissant gris ont été isolés des blastomères ventraux. 

Les blastomères contenant le croissant gris se développent et forme un embryon normal. 

Les blastomères dans lesquels le croissant gris est absent ne sont pas capables de se 

développer et forment une masse indifférenciée. (V : ventral ; D : dorsal). 

(D'après Darribère, 2002) 

 

 

 

Figure 8 – Représentation schématique de l’expérience de Hans Spemann en 

1903 : les déterminants essentiels au développement se trouvent dans le 

cytoplasme. L’œuf fécondé est ligaturé afin d’isoler le noyau dans un seul 

compartiment cytoplasmique. Au stade 4 cellules seul le compartiment contenant les 

noyaux continue à se diviser. Au stade 16 cellules, la ligature a été desserrée et un 

noyau est passé dans le compartiment qui en était dépourvu. Ces deux compartiments 

ont continué leurs divisions et deux têtards viables se sont développés.   

(D'après Darribère, 2002) 
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 1.3. La segmentation 

Après la fécondation, le zygote subit une succession rapide de divisions mitotiques 

sans croissance cellulaire, permettant ainsi le passage d’un état unicellulaire à un état 

pluricellulaire. Ces clivages donnent naissance à des cellules de plus en plus petites, 

appelées blastomères. L’apparition d’une cavité au sein de l’embryon, le blastocèle, 

définit le stade blastula. 

Chez l’amphibien, la segmentation est totale et inégale. En effet, les deux premiers 

plans de segmentation sont verticaux et méridiens parallèles à l’axe animal-végétatif et 

divisent l’œuf en deux puis en quatre cellules de taille identique, mais avec des 

compositions moléculaires différentes. En effet, Hans Spemann en 1903 a montré chez le 

triton (Triton taeniatus) que si les deux blastomères dorsaux contenant le croissant gris 

sont isolés au stade 4 cellules, ils sont capables de poursuivre leur développement et 

produire un embryon, tandis que les deux autres blastomères ventraux forment une 

masse indifférenciée constitué de cellules épidermiques, de mésenchyme et de cellules 

endodermiques (figure 7) (Spemann, 1903). Cette expérience est la première preuve de 

l’existence de déterminants qui contrôlent la réalisation du programme de 

développement dans la région du croissant gris. Ce biologiste a réalisé une autre 

expérience qui consistait à ligaturer un œuf fécondé de triton en deux afin d’isoler un 

compartiment cytoplasmique avec le noyau. Seul le compartiment contenant le noyau 

continue à se diviser. Au stade 16 cellules, la ligature est desserrée et un noyau passe 

dans la moitié qui en était dépourvue, puis elle est serrée à nouveau. Le 

développement se poursuit et 4 mois et demi plus tard, individus se sont développés. 

Quelques années plus tard, cette expérience a été répétée également chez le xénope 

(figure 8) (Newport and Kirschner, 1982). Les expériences de Spemann en 1903 et de 

Newport et Kirschner en 1982 ont ainsi montré qu’aux stades précoces, les déterminants 

capables de diriger un développement harmonieux se trouvent au niveau du 

cytoplasme et pas dans les noyaux qui sont génétiquement identiques. Elles montrent 

également que les blastomères, malgré leur taille identique, sont moléculairement 

différents dès le stade 4 cellules.  

A partir du stade 4 cellules, les blastomères se divisent en taille inégale et au fur et 

à mesure du développement, ils forment une morula, puis blastula (avec la cavité du 

blastocèle localisée dans l’hémisphère animal). C’est à partir du stade blastula que la 

reprise de la transcription zygotique est observée. La désynchronisation des cycles de 

Introduction - B 



 

 

Figure 9 – Représentation schématique des expériences de Nieuwkoop et de 

Dale et Slack. L’embryon au stade blastula a été découpé en trois régions distinctes 

selon l’axe pôle animal-végétatif. Ces régions ont été cultivées in vitro et des analyses 

histologiques ont été réalisées. Les cellules issues de la calotte animale donneront 

l’ectoderme. Les cellules de la zone marginale seront à l’origine du mésoderme. Les 

blastomères végétatifs formeront l’endoderme. Ces trois feuillets embryonnaires seront à 

l’origine des différents types cellulaires listés à droite. 

(D'après Darribère, 2002) 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 – Représentation schématique des expériences de Gimlich et 

Gerhart en 1984 : le centre de Nieuwkoop. Au stade 32 cellules, un blastomère 

végétatif dorsal (en rose) a été transplanté dans un autre embryon (receveur) dans la 

région ventrale. L’embryon receveur se développe et forme un embryon avec un axe 

surnuméraire. Cette expérience montre l’existence d’un centre inducteur dans la région 

dorsale (vert) appelé centre de Nieuwkoop. (PA : pôle animal ; PV : pôle végétatif ; V : 

ventral ; D : dorsal)  

(D'après Boujard et al., 2016) 
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division et la reprise de la transcription caractérisent un événement important pour la 

suite du développement : la transition blastuléenne. C’est à partir de ce moment que les 

blastomères deviennent transcriptionnellement actifs pour la première fois (Kimelman, 

1999; Newport, J., and Kirschner, M.).  

En 1969, Nieuwkoop a isolé et cultivé in vitro trois régions distinctes de l’embryon au 

stade blastula : la calotte animale, la région végétative et la zone marginale. De façon 

isolée, la calotte animale ou l’hémisphère végétatif ne peuvent pas former de 

mésoderme. En revanche, la recombinaison des deux tissus conduit à la formation de 

structures mésodermiques, comme le muscle, le mésenchyme et la chorde (Nieuwkoop, 

1969). Ceci démontre que pour induire du mésoderme, il faut combiner les tissus 

ectodermiques et endodermiques. Cette expérience a également permis de montrer 

l’existence de trois types de cellules spécifiées au stade blastula, qui seront à l’origine 

des trois feuillets embryonnaires. Les cellules de la calotte animale donneront 

l’ectoderme, l’endoderme sera formé par les cellules du pôle végétatif, et le 

mésoderme se localisera dans la zone marginale de l’embryon. Des expériences 

complémentaires, en utilisant des marqueurs fluorochrome pour suivre la destinée 

cellulaire, ont permis de montrer que l’ectoderme donnera naissance à l’épiderme et 

au système nerveux, le mésoderme dérivera en muscles, tissu conjonctif, système 

urogénital et système vasculaire, et finalement l’endoderme sera à l’origine des 

systèmes respiratoire et digestif. De plus, d’autres expériences de recombinaison de 

blastomères individualisés ont montré l’existence de deux types de mésoderme : dorsal 

et ventral. Le mésoderme dorsal produit des cellules de la chorde et des cellules 

musculaires alors que le mésoderme ventral est à l’origine des cellules 

mésenchymateuses, des érythrocytes et du mésothélium (figure 9) (Dale et al., 1985).  

Des expériences in vivo, en utilisant des embryons de xénope au stade 64 cellules, 

ont également été réalisées par Gimlich et Gerhart en 1984. Ils ont montré que lorsqu’un 

blastomère issu de la région dorso-végétative a été transplanté dans la région ventrale 

d’un autre embryon, celui-ci induit la formation d’un deuxième axe embryonnaire 

(figure 10) (Gimlich, 1986; Gimlich and Gerhart, 1984). Ces expériences suggèrent 

l’existence d’un centre inducteur dans lequel des signaux dorsaux sont actifs et induisent 

la formation du mésoderme dorsal. Ce centre a été nommé centre de Nieuwkoop.  

!

Introduction - B 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 – Modèle représentant les interactions moléculaires qui induisent le 

centre Nieuwkoop. Après la fécondation, lors de la rotation corticale la protéine Dsh 

est libérée dans le cytoplasme de la région dorsale. L’ARNm de VegT est accumulé dans 

le cytoplasme de l’hémisphère végétatif (en bleu). Au stade blastula, il y a 

enrichissement de la ß-caténine dans les noyaux des cellules de la future région dorsale 

(en jaune). Vg1, VegT et la ß-caténine vont activer l’expression zygotique des protéines 

Nodal (Xnr, en orange). La région riche en Xnr et l’activation de la voie Wnt/ß-caténine 

permettent la formation du centre de Nieuwkoop (en rose). (PA : pôle animal ; PV : pôle 

végétatif ; V : ventral ; D : dorsal) 

(D'après Darribère, 2002) 
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1.3.1. La nature moléculaire des inducteurs du mésoderme 

De nombreux travaux ont été réalisés pour découvrir les molécules qui participent 

à l’induction du mésoderme. Ces facteurs doivent remplir un certain nombre de critères. 

Tout d’abord ils doivent être exprimés avant la transition blastuléenne. De plus, l’injection 

d’ARNm codant pour un inducteur mésodermique dorsal doit être susceptible d’induire 

la formation d’un second axe embryonnaire lorsqu’il est injecté dans la région ventrale 

de l’embryon, ou encore de restaurer la formation d’un embryon normal lorsque 

l’embryon a été irradié aux UV. Enfin, si cette molécule est incubée in vitro en présence 

des cellules du pôle animal, elle doit être capable d’induire du mésoderme. Des 

expériences réalisées in vitro et in vivo ont permis d’isoler les membres de la famille des 

facteurs de croissance fibroblastiques, les FGF (Fibroblast Growth Factors) (Dale and 

Slack, 1987) et des facteurs de croissance transformants, les TGF-β (Transforming Growth 

factors) (Rosa et al., 1988). Ces deux facteurs induisent différents types de tissus : les 

facteurs de la famille FGF induisent du mésoderme ventral alors que ceux de la famille 

TGF-β sont plutôt associés aux structures mésodermiques dorsales.  

Le centre de Nieuwkoop est formé suite à l’accumulation d’un certain nombre de 

protéines. La formation de ce centre requiert l’implication de divers facteurs et peut se 

résumer de la manière suivante : au cours de l’ovogenèse, les ARNm maternels Vg1 et 

VegT et les protéines Dsh sont accumulés dans l’hémisphère végétatif cortical. Lors de la 

rotation corticale, le facteur de transcription VegT est localisé dans le cytoplasme des 

cellules de l’hémisphère végétatif tandis que Vg1 et Dsh se restreignent dans la future 

région dorsale. Vg1, VegT et la β-caténine activent l’expression zygotique des protéines 

de la famille Nodal, (chez le xénope elles sont appelées Xnr, pour Xenopus Nodal 

Related) et un gradient de ces protéines se met en place dans l’hémisphère végétatif. 

C’est l’accumulation de ces protéines couplée à l’activation de la voie de signalisation 

Wnt/βcaténine qui permettent la formation du centre de Nieuwkoop (figure 11). Ce 

centre est caractérisé par l’expression de plusieurs facteurs (Nodal, TGF-β, Siamois, entre 

autres) qui induisent les blastomères à produire du mésoderme dorso-antérieur. En ce 

qui concerne la région ventrale, la combinaison des protéines de la famille FGF avec les 

faibles concentrations de Xnr induit la formation du mésoderme ventral.  
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Figure 12 – Modèle représentant les différents mouvements de la gastrulation. (A) Stade 

jeune gastrula avec les trois feuillets embryonnaires représentés (ectoderme en bleu, mésoderme en 

rouge et endoderme en jaune). (B)  Les cellules endodermiques qui s’allongent vers l’intérieur de la 
endodermique s’appellent cellules en bouteille (en orange). (C) Ces mouvements forment l’encoche 

du blastopore. L’ensemble de la zone marginale subit des mouvements de convergence et extension 

et les cellules endodermiques des mouvements d’involution. Les cellules de l’hémisphère animal 

subissent les processus d’épibolie et recouvrent la surface de l’embryon. Au cours de la gastrulation le 

blastopore se creuse d’une cavité appelée archentéron. (D) À la fin de la gastrulation l’allongement 
du sillon blastoporal permet de délimiter le bouchon vitellin. Il sera internalisé dans l’embryon et 

recouvert des tissus dorsaux et latéro-dorsaux. (PA : pôle animal ; PV : pôle végétatif ; V : ventral ; D : 

dorsal)               (D'après GILBERT, 1994) 

 

 

 

Figure 13 – Représentation schématique des expériences de Spemann et Mangold en 

1924. La lèvre dorsale du blastopore d’une gastrula donneuse a été greffée dans la région ventrale 

d’une gastrula receveuse en respectant l’orientation de l’axe du pôle animal-végétatif. Au cours de la 

gastrulation, un deuxième site d’invagination se met en place (2° gastrulation) dans la région greffée. 
L’embryon continue à se développer jusqu’à former un double axe. Les cellules issues de la lèvre 

dorsale du blastopore ont ainsi induit la formation d’un embryon secondaire. Cette région représente 

un centre inducteur et organise la mise en place du système nerveux central. Elle a ainsi été appelée 

« centre organisateur de Spemann ».           (D'après GILBERT, 1994) 
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 1.4.La gastrulation 

La gastrulation est caractérisée par des mouvements cellulaires coordonnés qui 

permettent la mise en place des trois feuillets embryonnaires. L’ectoderme recouvrira la 

surface de l’embryon et sera à l’origine de l’épiderme et du système nerveux central. 

Les cellules équatoriales du mésoderme vont se positionner à l’intérieur de l’embryon et 

produiront la chorde, les somites, et les cellules sanguines. Enfin, les cellules de 

l’endoderme en position profonde vont se différencier et former l’épithélium du tube 

digestif ou des voies respiratoires. Ainsi, des mouvements cellulaires d’invagination, 

d’involution, de convergence-extension, de migrations cellulaires et d’épibolie 

aboutissent au recouvrement de l’embryon par le feuillet ectodermique, à la mise en 

place du mésoderme entre l’ectoderme et l’endoderme et à l’internalisation du feuillet 

endodermique. Ce dernier événement permet la formation d’une nouvelle cavité 

appelée archentéron, la lumière de l’intestin primitif (figure 12).  

!

1.4.1. Le centre organisateur de Spemann 

Des expériences de transplantation réalisées chez le triton par Spemann et 

Mangold en 1924, ont permis de découvrir l’existence d’un centre organisateur des axes 

embryonnaires dans la région de la lèvre dorsale de l’embryon. Cette région, appelé 

centre organisateur de Spemann et Mangold, contient un territoire capable de spécifier 

les différentes structures de l’axe embryonnaire (figure 13) (Spemann and Mangold, 

1924).  

!

1.4.2. Induction du centre organisateur de Spemann 

Le centre organisateur de Spemann correspond au mésendoderme dorsal, 

territoire présomptif de la chorde, de la plaque préchordale et de l’endoderme 

pharygien.  

Au stade blastula, les activités combinées de Vg1 et VegT avec les concentrations 

élevées de β-caténine, génèrent un gradient dorso-ventral des protéines de la famille 

Nodal, les Xnrs (Xnr1, Xnr2, Xnr4, Xnr5 et Xnr6), dans l’endoderme. Ce gradient de 
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Figure 14 – Modèle représentant la formation du centre organisateur de 

Spemann et sa nature moléculaire. Les concentrations élevées de Xnr (orange) et 

le gène Siamois exprimé par le centre de Nieuwkoop participent à la formation du 

centre organisateur de Spemann (bleu). Cet organisateur est localisé dans le 

mésendoderme dorsal et exprime des antagonistes des voies BMP (en noir) et Wnt (en 

rouge).  Dans la région ventrale, il y a formation d’un centre ventral (vert) dans lequel 

des facteurs ventralisants comme BMP4 et Wnt8 sont exprimés. Dans les encadrés, les 

différentes molécules sécrétées sont représentées : les facteurs de transcription (en 

violet), les protéines extracellulaires (en gris), les antagonistes des voies BMP (en noir) et 

Wnt (en rouge). (V : ventral ; D : dorsal).  

 

(D'après Carron and Shi, 2016) 
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concentration conduit la spécification du mésoderme : les faibles concentrations de Xnr 

permettent la formation du mésoderme ventral, tandis que dans la région où ces 

concentrations sont élevées, il y aura la formation du mésoderme dorsal et du centre 

organisateur de Spemann. Le centre de Nieuwkoop exprime également Siamois un 

gène à homéoboîtes qui fonctionne comme un intermédiaire entre les facteurs 

maternels et la formation de l’organisateur de Spemann (Carron and Shi, 2016). Ainsi, le 

centre organisateur de Spemann, localisé dans la zone marginale dorsale, est induit 

suite aux signaux envoyés par le centre de Nieuwkoop (figure 14).  

!

1.4.3. Nature moléculaire du centre organisateur de Spemann 

Le centre organisateur de Spemann est une source de facteurs qui permettent la 

régionalisation des axes dorso-ventral et antéro-postérieur. Au niveau moléculaire, 

l’organisateur de Spemann induit l’expression de deux catégories de facteurs 

antagonistes : les antagonistes de BMP (Bone morphogenetic protein) et de Wnt. La 

partie de l’organisateur troncal exprime des antagonistes de la voie de signalisation 

BMP, comme Chordin, Noggin, Follistatin et Xnr3 et des facteurs de transcription telles 

que Xnot et Xbra (Xenopus brachyury) (von Dassow et al., 1993; Hansen et al., 1997; 

Hemmati-Brivanlou et al., 1994; Sasai et al., 1994; Smith and Harland, 1992; Smith et al., 

1991). Il est important de noter Xbra est un facteur de transcription qui n’est pas 

exclusivement exprimé dans le centre de Spemann. En effet, il est exprimé dans le 

mésoderme en général et n’est pas spécifique de ce centre organisateur. 

L’organisateur de Spemann exprime également des gènes inhibiteurs de la signalisation 

Wnt comme Crescent, Tiki, Frzb-1 (Frizzled-Related Protein 1), Dkk1 (Dickkopf-related 

protein 1) et sFRP2 (Secreted frizzled-related protein 2), ainsi que Cerberus et d’autres 

facteurs de transcription comme Goosecoid ou Otx2 (Orthodenticle Homeobox 2) (Cho 

et al., 1991; Glinka et al., 1998; Leyns et al., 1997; Pannese et al., 1995; Pera and De 

Robertis, 2000; Wang et al., 1997; Zhang et al., 2012).  

!

1.4.3.1. Les antagonistes de BMP 

Au stade gastrula, l’expression de Noggin, Chordin et de Follistatin est restreinte au 

centre organisateur de Spemann. Ces trois protéines sont capables de se lier 
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directement aux BMPs, ce qui empêche leur liaison à leurs récepteurs (Fainsod et al., 

1997; Piccolo et al., 1996; Zimmerman et al., 1996).  

L’inhibition de Chordin, par l’injection d’oligonucléotides de type morpholino, 

conduit à la formation d’embryons avec des structures dorso-antérieures réduites 

(Oelgeschläger et al., 2003). La surexpression de Chordin est capable de restaurer le 

phénotype ventralisé des embryons irradiés aux UV. Dans ces embryons, les structures 

dorsales sont complétement formées. Ce phénotype est également restauré lors de la 

surexpression de Noggin. Ces expériences montrent que ces deux protéines ont des 

propriétés dorsalisantes et sont nécessaires au développement embryonnaire (Sasai et 

al., 1995; Smith and Harland, 1992). 

Follistatin est un autre inhibiteur des BMPs et son expression est induite par l’activine. 

Comme Noggin et Chordin, cette protéine est capable d’induire la dorsalisation des 

embryons. En effet, l’injection de l’ARNm Follistatin dans la région ventrale de l’embryon 

induit la formation d’un axe secondaire partiel et la dorsalisation des tissus issus de la 

zone marginale ventrale. De plus, la surexpression de Follistatin dans les explants de la 

calotte animale conduit à la formation du tissu neural (Fainsod et al., 1997; Hemmati-

Brivanlou et al., 1994; Sasai et al., 1995).  

Enfin, Xnr3, un autre antagoniste de BMP, est un facteur sécrété par l’organisateur 

de Spemann et appartient à la famille TGF-β. Lorsque Xnr3 est surexprimé dans les 

explants de la calotte animale, il est capable d’induire directement du tissu neural 

(Hansen et al., 1997). !

!

1.4.3.2. Les antagonistes de Wnt 

Chez le xénope, l’activation de la voie Wnt/β-caténine au niveau des signaux 

planaires de l’ectoderme neural induit la postériorisation du tissu neural préalablement 

induit pendant la gastrulation. Dans la région antérieure de l’embryon, l’activité de 

cette voie de signalisation est inhibée par Dkk1-1 et Frzb-1, ce qui permet le 

développement dorso-antérieur (Glinka et al., 1998; Leyns et al., 1997; Wang et al., 

1997).  

Tiki1 est une protéine transmembranaire qui antagonise l’activité de la voie de 

signalisation Wnt, en agissant comme une protéase qui clive certains résidus de la 
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protéine Wnt, induisant ainsi des oligomères Wnt oxydés. Zhang et ses collaborateurs ont 

montré que l’injection d’un oligonucléotide de type Morpholino de Tiki1, dans la région 

dorsale de l’embryon, induit des défauts antérieurs, comme la perte des structures du 

cerveau, la diminution ou la perte de la glande adhésive et des yeux. Cette équipe a 

ainsi montré que Tiki1 est requis pour le développement antérieur (Zhang et al., 2012).  

Enfin, les deux membres de la famille sFRPs (Secreted Frizzled-related proteins), 

sFRP2 et Crescent, régulent les zones de diffusion de Wnt8 et Wnt11. En revanche, 

malgré le fait que ces deux protéines ont été décrites comme des modulateurs négatifs 

de la voie de signalisation Wnt, elles peuvent agir aussi comme des activateurs de cette 

même voie. En effet, il a été montré que Wnt8, qui est diffusé par sFRP, peut activer la 

voie Wnt, ce qui permet la mise en place des structures ventro-postérieures (Mii and 

Taira, 2009). !

!

1.4.3.3. Les facteurs de transcription Xnot, Xbra, Goosecoïd et 

Otx-2 

Siamois est un gène cible de la ß-caténine. Ce facteur de transcription permet 

l’induction de l’expression de Goosecoïd (Moon and Kimelman, 1998), un gène qui est 

exprimé à partir de la transition blastuléenne dans la partie la plus végétative de la zone 

marginale dorsale. Goosecoïd est aussi un facteur de transcription qui joue un rôle 

important dans la fonction dorsalisante car il peut conduire à la formation d’un 

deuxième axe embryonnaire lorsqu’il est exprimé ectopiquement dans la région 

ventrale de l’embryon (Cho et al., 1991).  

Otx2 est exprimé dès l’ovogénèse à des faibles doses, puis son expression 

augmente à partir de la mise en place de la transcritpion zygotique, dans le 

mesendoderme préchordal et dans le neuroectoderme antérieur. La surexpression 

d’Otx2 conduit à l’apparition d’une deuxième glande adhésive et des axes secondaires 

partiels. Ces embryons ont les structures troncales réduites. De plus, la surexpression 

d’Otx2 dans des embryons irradiés aux UV, restaure le phénotype de ventralisation. Ces 

embryons sont capables de former la glande adhésive, les muscles, la notochorde et les 

tissus neuraux. Otx2 est un gène inducteur du tissu neural antérieur et joue un rôle crucial 

dans la formation des axes embryonnaires et en particulier dans la formation de la 

spécification de la région antérieure de la tête (Pannese et al., 1995).  
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Les gènes à homéoboîte Otx2 et Goosecoïd sont exprimés dans le mésoderme 

préchordal et jouent un rôle essentiel dans la spécification de la plaque neurale au 

cours de la gastrulation. Ces deux facteurs de transcription agissent comme des 

inhibiteurs de Xbra pour permettre le développement antérieur (Carron et al., 2005; 

Latinkić et al., 1997).  

Xbra est un facteur de transcription à boîte T. Il est exprimé dans le centre de 

Spemann et aussi au niveau des cellules du mésoderme présomptif, autour du 

blastopore dès le début de la gastrulation. Son expression est induite par la voie TGF-β et 

par l’Activine (Smith et al., 1991). L’expression ectopique de Xbra dans la calotte 

animale est suffisante pour induire la formation de tissus mésodermiques (Cunliffe and 

Smith, 1992). De plus, la surexpression d’une construction dominante négative de Xbra 

conduit à la formation d’embryons sans chorde et sans queue, montrant ainsi que le 

mésoderme postérieur (troncal et caudal) est absent. Il est également important de 

noter que Xbra est spécifiquement requis pour les mouvements de convergence-

extension du mésoderme (Conlon et al., 1996). 

Xnot est exprimé dans le mésoderme chordal au cours de la gastrulation (von 

Dassow et al., 1993). Ce facteur de transcription se comporte comme un répresseur de 

la transcription au moment de la formation de la notochorde, agissant ainsi comme un 

inducteur de la notochorde. C’est le gène Goosecoïd qui agit en amont de Xnot pour 

maintenir son expression et pour permettre la formation de ce tissu (Yasuo and Lemaire, 

2001).  

Xbra et Xnot sont exprimés dans le mésoderme chordal au cours de la gastrulation 

et ces deux facteurs interagissent de manière fonctionnelle pour permettre la formation 

de la partie troncale et de la tête (Carron and Shi, 2016; von Dassow et al., 1993; Smith 

et al., 1991).  

!

1.4.3.4. La protéine Cerberus 

! Cerberus est un gène qui code pour une protéine exprimée dans l’endoderme 

antérieur de l’organisateur de Spemann. Son expression ectopique conduit à la 

formation d’un deuxième axe avec une tête complète. Chez le xénope, Cerberus est 

une protéine capable de se lier et d’inhiber l’activité de Wnt8, BMP4 et de Nodal et est 

ainsi capable d’induire la formation des tissus neuraux et de la tête. Dans la calotte 
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animale, il est capable d’activer l’expression de Otx2 (Bouwmeester et al., 1996; Piccolo 

et al., 1999). 

!

1.4.4. La région ventrale possède un centre activateur des 

signaux ventro-postérieurs 

Au stade gastrula, la zone marginale ventrale de l’embryon possède un centre 

activateur dans lequel se concentre un ensemble de signaux capables de déterminer la 

région ventrale. Ce centre joue un rôle dans la régionalisation de l’axe dorso-ventral et 

aussi antéro-postérieur. Cette région exprime principalement Wnt8 et BPM4, deux 

facteurs qui induisent du mésoderme de nature ventrale (revoir figure 14). 

!

1.4.4.1. BMP4 

Les BMPs appartiennent à la famille des TGF-β. Ces protéines participent à 

l’établissement du plan d’organisation primaire de l’embryon.  

Bmp4 a une expression maternelle et zygotique et au stade gastrula il est détecté 

dans la zone marginale ventrale (Fainsod et al., 1994). La surexpression de Bmp4 dans la 

région dorsale conduit à la ventralisation des embryons avec les structures antérieures 

absentes (Dale et al., 1992), alors que l’injection d’un ARNm codant pour une forme 

dominante négative de BMP4 induit la formation d’un deuxième axe embryonnaire et 

donc à la dorsalisation de l’embryon (Suzuki et al., 1994). Ceci suggère que le signal 

BMP4 est nécessaire au développement ventral et postérieur. De plus, il a été montré 

que l’activation de la voie BMP4 est cruciale pour la formation de l’épiderme à partir 

des cellules de l’ectoderme présomptif ventral (Dosch et al., 1997; Wilson and Hemmati-

Brivanlou, 1995).  

Les facteurs de transcription Xvent1, Xvent2 et Mix1 sont des gènes cibles de BMP4 

(Gawantka et al., 1995; Mead et al., 1996; Onichtchouk et al., 1996). Ces trois facteurs 

peuvent ventraliser le mésoderme dorsal. Xvent1 et Xvent2 sont deux gènes à 

homéoboîtes qui sont exprimés dans la zone marginale ventrale au stade gastrula. 

L’expression de ces deux gènes induit la formation de la lame latérale, alors que 

l’expression de Xvent2 seul conduit à la formation des somites (Onichtchouk et al., 1998). 
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Ces deux gènes cibles de BMP4 participent à la spécification du mésoderme ventral et 

au maintien du destin ventro-postérieur en inhibant l’activité du centre organisateur de 

Spemann.  

!

1.4.4.2. Wnt8 

Wnt8 est exprimé uniquement dans le mésoderme ventro-latéral à partir de la 

transition blastuléenne, suggérant ainsi que ce gène a un rôle dans la régionalisation de 

ce tissu. Par ailleurs, Wnt8 est exprimé en réponse aux FGFs et à l’Activine, ce qui 

suggère que ce gène agit en aval des inducteurs du mésoderme (Christian et al., 1991; 

Smith and Harland, 1991). L’injection de Wnt8 dans l’embryon conduit à des phénotypes 

différents en fonction du stade auquel cette protéine est surexprimée. En effet, lorsque 

l’ARNm codant pour Wnt8 est injecté au stade 32 cellules, l’embryon est dorsalisé et il y 

a la formation d’un axe surnuméraire (Smith and Harland, 1991). En revanche, si c’est le 

plasmide de Wnt8 (sous le contrôle d’un promoteur activé à la transition blastuléenne) 

qui est injecté, et dans ce cas, l’expression de Wnt8 ne débute qu’à partir de la 

transition blastuléenne, l’embryon formé n’a pas les structures de la tête, il est donc 

ventralisé (Christian and Moon, 1993). De plus, la surexpression d’une forme dominante 

négative de Wnt8 dans la zone marginale conduit à la perte des somites, indiquant que 

Wnt8 est nécessaire à la spécification du mésoderme paraxial (Hoppler et al., 1996).  

 

En conclusion, au cours de la gastrulation, il existe donc des molécules 

ventralisantes, comme Wnt8 et BMP4, et des molécules dorsalisantes comme Frzb, 

Chordin et Noggin, responsables de la régionalisation dorso-ventrale du mésoderme. 

Ainsi, le centre organisateur de Spemann apparaît comme une source de facteurs de 

transcription et de signaux diffusibles qui agissent comme des inhibiteurs des facteurs 

ventralisants et qui ont ainsi un effet dorsalisant. D’une part, cette structure 

multifonctionnelle a le rôle d’organiser l’axe dorso-ventral. D’autre part, les cellules issues 

du centre organisateur de Spemann induisent l’ectoderme dorsal à se convertir en tissu 

neural.  
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Figure 15 – Etapes de la neurulation. Représentation schématique de embryons au 

stade neurula. (A gauche) Vue dorsale. (A droite) Coupe transversale. 1. La notochorde 

se forme à partir des cellules du mésoderme axial juste après la fin de la gastrulation. 2. 

Le soulèvement des bourrelets neuraux et la courbure de la plaque neurale permettent 

la formation de la gouttière neurale et les replis neuraux se dirigent l’un vers l’autre dans 

un mouvement d’enroulement. 3. Les bourrelets neuraux fusionnent permettant la 

fermeture du tube neural. Le tube neural va se différencier selon l’axe antéro-postérieur. 

(A : antérieur ; P : postérieur).    

(D'après Darribère, 2002) 
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 1.5. La neurulation  

Au cours de la gastrulation, les cellules issues du mésoderme dorsal (issu du centre 

organisateur de Spemann) migrent à l’intérieur de l’embryon et sont donc à l’origine de 

l’induction du tube neural. La fin de la gastrulation est marquée par la fermeture du 

blastopore au niveau postérieur de l’embryon. A partir de cette étape, l’embryon 

commence à s’allonger selon l’axe antéro-postérieur. La neurulation va ainsi permettre 

de finaliser la mise en place du plan d’organisation primaire de l’embryon et de 

modeler le système nerveux du côté dorsal à partir de l’ectoderme dorsal induit au 

cours de la gastrulation. En effet, c’est au cours de cette étape que les cellules de 

l’ectoderme dorsal s’épaississent et s’allongent selon l’axe antéro-postérieur et forment 

la plaque neurale (figure 15).  

!

 1.6. L’organogenèse 

L’étape suivante correspond à l’organogenèse, la phase pendant laquelle les trois 

feuillets embryonnaires (ectoderme, mésoderme et endoderme) mis en place au cours 

des étapes précédentes, évoluent et se différencient en organes. Elle se déroule 

pendant le stade de bourgeon caudal puis les stades larvaires. Le bourgeon caudal 

correspond au stade où l’embryon s’est globalement allongé selon l’axe antéro-

postérieur. A partir de ce stade, les yeux, la glande adhésive et les somites commencent 

à être bien définis. Au cours de l’organogenèse, l’ectoderme va se différencier en 

système nerveux et épiderme. Le mésoderme produira la chorde dans la région dorsale 

de l’embryon. Au niveau latéral de la chorde, le mésoderme somitique sera à l’origine 

du tissu conjonctif, des os, des muscles, du derme et du cartilage. Le mésoderme 

adjacent formera le système urinaire, les conduits génitaux, le système vasculaire, le 

cœur, les cellules sanguines et les composants des membres. Enfin, l’endoderme 

produira les épithéliums respiratoire et digestif. A l’issue de l’organogenèse, l’embryon 

au stade larvaire va se libérer de son chorion, ce qui lui permettra de nager librement. A 

ce stade, l’embryon sera nommé têtard. Le têtard mènera une vie aquatique libre 

aidée par une respiration de type branchial et la présence d’une région caudale 

différenciée en nageoire. La métamorphose,! impliquant la des remaniements internes, 

notamment au niveau des organes, et aussi externe, comme la formation des pattes ou 

la disparition de la queue, conduira au développement d’une grenouille adulte 

(Darribère, 2002).  
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 2. Résumé : les acteurs moléculaires mis en jeu au cours de 

la mise en place des axes embryonnaires 

 

2.1. Polarisation de l’axe dorso-ventral 

Comme nous avons vu précédemment, la polarité dorso-ventrale est établie dès 

les premières étapes du développement embryonnaire. La fécondation engendre la 

rotation corticale, qui, à son tour, induit l’activation de la voie de signalisation Wnt/β-

caténine dans la région dorsale de l’embryon. Ceci permet la formation du centre de 

Nieuwkoop dans la partie dorsale de l’hémisphère végétatif. L’activation de la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine en combinaison avec les molécules sécrétées par le centre 

de Nieuwkoop permettent la formation du centre organisateur de Spemann. Dans la 

région ventrale, il y a la formation d’un centre activateur des signaux ventro-postérieurs. 

Ces deux régions de la partie dorsale et ventrale émettent des signaux antagonistes 

pour permettre la régionalisation de l’axe dorso-ventral et aussi de l’axe antéro-

postérieur.  

!

 2.2. Polarisation de l’axe antéro-postérieur 

Des études ont montré que différents signaux provenant du centre organisateur de 

Spemann, localisé dans la région dorsale, sont nécessaires pour induire les structures 

antéro-postérieures du tube neural. La polarité antéro-postérieur dépend ainsi de l’axe 

dorso-ventral.  

La voie de signalisation Wnt joue un rôle crucial dans la spécification de l’axe 

antéro-postérieur. En effet, avant la transition blastuléenne, les ligands Wnt induisent la 

postériorisation de l’embryon, alors que les antagonistes Wnt, tels que GSK-3 ou DKK1, 

conduisent à son antériorisation. Ainsi, dans la région postérieure il y a une forte 

concentration de l’activation de la voie Wnt, alors que dans la région antérieure le 

degré d’activation de cette voie est plus faible. Ceci pourrait s’expliquer par la 

présence des antagonistes de Wnt dans la région antérieure. De plus, des 

concentrations importantes de Xnr permettent la formation du mésoderme axial 
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antérieur (préchordal) tandis que des concentrations plus faibles de Xnr sont à l’origine 

du mésoderme axial postérieur (chordal).  

!

!

 2.3. Autres facteurs impliqués dans la mise en place des 

axes embryonnaires 

!

Nous avons vu que les polarités dorso-ventrale et antéro-postérieure se mettent en 

place suite à une régulation stricte de différents gènes. Au niveau moléculaire, nous 

avons vu que les différents facteurs impliqués dans la mise en place des axes peuvent 

être soit activés soit réprimés. Par exemple, lors de la régionalisation de l’axe dorso-

ventral, les facteurs de transcription Goosecoïd et Xvent-1 se répriment mutuellement 

(Carron and Shi, 2016). Ceci montre que des mécanismes de répression sont importants 

au cours de la mise en place des axes embryonnaires.  

Des mécanismes de dérepression génique sont également importants lors de ces 

processus. Par exemple, mon équipe a mis en évidence un nouveau mécanisme de 

dérepression que je vous détaillerai dans le chapitre suivant. Très brièvement, ils ont 

montré que Xdscr6 est un inducteur du mésoderme dorsal et du tissu neural. Ce gène 

est un homologue de Dscr6 humain, un gène localisé dans la région DSCR. Mon équipe 

a montré que XDSCR6 est capable de lever la répression induite par les membres de la 

famille polycomb au cours de la mise en place des axes embryonnaires (Li et al., 2013). 

!

!

!

!

! !
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Figure 16 – Localisation chromosomique de la région DSCR. (A) La trisomie 21 est 

une anomalie chromosomique provoquée par la présence d’un segment de 

chromosome ou d’un chromosome surnuméraire sur la 21ème paire. (B) La région DSCR 

(Down syndrome critical region) est localisée sur le bras long du chromosome 21 humain 

(HSA21), plus précisément entre les bandes 21q22.1 et 21q22.3. 

(D'après Montoya et al., 2011) 
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 1. Généralités de la trisomie 21 

La description détaillée des caractéristiques de personnes atteintes de trisomie 21 

a été réalisée pour la première fois, en 1866, par le Dr. John Landgon Down, qui a 

attribué son nom à cette anomalie. Dans les années 50, l’origine chromosomique de 

cette trisomie a été mise en évidence par le Professeur Jérôme Lejeune et son équipe. Ils 

ont en effet montré la présence d’un chromosome surnuméraire dans la 21ème paire 

(Lejeune et al., 1959). Le syndrome de Down est une des pathologies humaines les plus 

fréquentes à la naissance avec un cas sur environ 700 à 1000 naissances (Olson et al., 

2004). 

Le syndrome de Down se manifeste lors du développement embryonnaire et 

conduit à l’apparition de traits phénotypiques variés. Il est caractérisé par plusieurs 

anomalies dans l’apprentissage, la mémoire, le langage et aussi dans la plupart des cas 

le retard mental. Au niveau physique, les personnes atteintes présentent un profil facial 

plat, les yeux en forme d’amande, une racine de nez aplatie, de petites oreilles, des 

membres plus petits, une petite tête et des malformations cardio-vasculaires et gastro-

intestinales.  

L’étude moléculaire, génotypique et phénotypique sur des patients atteints de 

trisomie 21 a permis d’établir des cartes phénotypiques, identifiant des segments 

chromosomiques liés au syndrome. Ces segments ont été décrits comme étant présents 

dans la région 21q22 et responsables des caractéristiques cliniques principales du 

phénotype du syndrome de Down. Une hypothèse a ainsi été posée : l’existence d’une 

région critique responsable des caractéristiques des patients atteints, appelée DSCR 

(Delabar et al., 1993).  

 

 2. La région DSCR (Down Syndrom Critical Region) 

Chez l’Homme, DSCR est localisée dans la région HSA21q22 (human chromosome 

21) (figure 16). Des chercheurs ont montré que cette région pourrait être suffisante pour 

reproduire partiellement les phénotypes des patients atteints de trisomie 21, notamment 
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Figure 17 – Les différents modèles murins de la Trisomie 21. Le chromosome 

murin (MMU16) contient 715 gènes au total, dont 154 sont orthologues au chromosome 

21 humain (HSA21). A droite – les modèles transgéniques murins avec les régions 

dupliquées dans chacun des cas.  

(D'après Antonarakis et al., 2004) 
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le retard mental (Delabar et al., 1993; Korenberg et al., 1994). Cependant, des études 

plus récentes ont montré que cette région n’est pas aussi restreinte et qu’il existe 

d’autres régions capables d’induire d’autres caractéristiques de cette pathologie (Lyle 

et al., 2009).  

!

2.1. DSCR dans les modèles murins 

La région DSCR a été étudiée plus en détail dans les modèles murins. Le bras long 

du chromosome 21 humain contient 430 gènes dont 293 trouvent leur homologue dans 

le génome de la souris. Ils sont positionnés dans le même ordre et la même orientation. 

Chez la souris, une grande partie de ces gènes (154 orthologues) se localisent dans une 

région du chromosome 16 murin (MMU16), qui lui contient 715 gènes murins au total (Das 

and Reeves, 2011; Reymond et al., 2002). C’est également dans ce chromosome murin 

qu’on retrouve les gènes homologues de la région DSCR de l’Homme (figure 17). Pour 

étudier cette pathologie, des chercheurs ont donc créé des modèles transgéniques 

murins. C’est par exemple le cas des souris Ts16, Ts65Dn, Ts1Rhr que je vous présenterai 

ci-dessous.  

!

2.1.1. Les souris Ts16 

La première lignée de souris créé pour étudier le syndrome de Down a été celle 

nommée Ts16. Cette lignée possède une copie supplémentaire du MMU16 dans sa 

totalité. Ce modèle reproduit certaines caractéristiques du Syndrome de Down, mais 

reste peu fiable puisque la totalité du chromosome 16 a été tripliquée, comprenant un 

grand nombre de gènes homologues à l’Homme mais surtout une majorité de gènes 

non conservés entre la souris et l’Homme. De plus, ce modèle n’est pas viable et les 

fœtus meurent à la naissance ou in utero, ce qui limite leur étude au cours du 

développement embryonnaire et pour cette raison les phénotypes neurologiques n’ont 

pas pu être analysés (Gearhart et al., 1986; Miyabara et al., 1982; Polani and Adinolfi, 

1980).  

!
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Anomalies Trisomie 21 Ts65Dn 

Problèmes d’apprentissage et de 

mémoire 
✔ ✔ 

La mémoire et la capacité 

d’apprentissage diminuent avec 

l’âge 

✔ ✔ 

Le volume de l’hippocampe 

diminué 
✔ ✔ 

Hyperactivité +/- ✔ 

Croissance et développement 
Croissance lente, faible 

taille et obésité 

Retard de 

croissance et poids 

corporel 

Stérilité chez les mâles ✔ ✔ 

Grossesse 

Problèmes d’ovulation, 

vie reproductive plus 

courte 

Vie reproductive 

plus courte 

Vieillissement L’espérance de vie plus courte  

 

Table 1 – Les anomalies communes entre les patients atteints de trisomie 21 et 

les souris Ts65Dn. Les patients atteints de trisomie 21 et les souris transgéniques Ts65Dn 

présentent un certain nombre de phénotypes communs. Quelques exemples de ces 

phénotypes sont représentés dans ce tableau. ((✔) Oui ; (+/-) certaine). 

(D'après Patterson and Costa, 2005) 
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2.1.2. Les souris Ts65Dn 

Un autre modèle a été créé par l’équipe de Muriel Davisson, la souris Ts65Dn 

(Davisson et al., 1990). Ce modèle a été généré en créant une translocation de la partie 

distale du MMU16 sur la partie centromérique du MMU17 (chromosome 17 murin) (Cabin 

et al., 1998). Cette lignée a permis d’apporter un grand nombre de réponses sur les 

origines et les mécanismes conduisant certains phénotypes comportementaux, 

physiques et neurologiques chez l’Homme (ils sont résumés dans la Table I). Les souris 

Ts65Dn survivent après la naissance, ce qui permet d’étudier des caractéristiques 

cliniques plus tardives. Ce modèle présente beaucoup de traits communs avec 

l’Homme, tant au niveau morphologique que biologique (Patterson and Costa, 2005).  

!

2.1.3. Les souris Ts1Rhr 

Cette lignée a été générée en utilisant la technique de recombinaison Cre/loxP 

dans les cellules souches embryonnaires. Pour ces souris, seule la région DSCR 

(contenant 33 gènes) a été tripliquée (Reeves et al., 1995). Avec cette lignée, les 

chercheurs ont montré que cette région DSCR est suffisante pour induire les défauts 

cognitifs retrouvés dans le syndrome de Down (Belichenko et al., 2009). 

Contrairement à la lignée Ts65Dn, les souris Ts1Rhr adultes sont plus grandes que les 

contrôles. Ces souris présentent des phénotypes moins sévères que les Ts65Dn et 

montrent que la région DSCR seule n’est pas suffisante pour reproduire toutes les 

anomalies morphologiques observées chez les patients trisomiques, notamment les 

anomalies craniofaciales (Olson et al., 2004, 2007).  

L’équipe de Reeves suggère ainsi que certaines anomalies retrouvées chez les 

patients atteints de trisomie 21 et chez les Ts65Dn ne seraient pas dues à la triplication 

d’un ou plusieurs gènes d’une région spécifique du chromosome mais à l’interaction 

entre gènes non contigus (Olson et al., 2004).  

!

!

!
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2.1.4. Autres modèles murins 

D’autres modèles murins ont été créés pour étudier la trisomie 21. Il s’agit par 

exemple des lignées : Ts1Cje (Sago et al., 1998), Tc1 (O’Doherty et al., 2005), Ts1Yu (Li et 

al., 2007) ou Ts1Yah (Pereira et al., 2009). Dans la plupart de ces modèles, le phénotype 

observé est moins sévère que celui induit par la lignée Ts65Dn. Ces lignées permettent 

de comparer les caractéristiques morphologiques, physiologiques et biologiques, mais 

aussi d’estimer les déficits moteurs et cognitifs de cette pathologie.  

!

2.2. Les gènes localisés dans cette région 

Beaucoup de gènes localisés dans le chromosome 21 humain ont été surexprimés 

ou invalidés dans des modèles murins afin d’étudier les conséquences phénotypiques et 

moléculaires. C’est le cas par exemple de DYRK1A (Dual specificity tyrosine-

phosphorylation-regulated kinase 1A), DSCR5 et DSCR6, trois gènes localisés dans la 

région DSCR. Il est important de noter que la fonction de la majorité des gènes de la 

région DSCR n’a pas été étudiée au cours du développement embryonnaire.  

!

2.3.1. Dyrk1A 

DYRK1A est une protéine appartenant à la famille des Dual-specificity tyrosine-

Regulated Kinases (DYRK), capable d’induire la transcription de gènes via la 

phosphorylation de facteurs de transcription comme CREB (C-AMP Response Element-

binding protein), NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) et STAT3 (Signal transducer 

and activator of transcription 3) (Dierssen and de Lagrán, 2006). Cette protéine est 

impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, la survie cellulaire et dans la 

prolifération et différenciation neurale (Aranda et al., 2011; Chen et al., 2013).  

Dans les années 1990, cette protéine a été étudiée chez la drosophile et les 

rongeurs et a été montrée comme étant impliquée dans le retard mental et la 

dégénérescence du Syndrome de Down. De plus, ces études ont montré que DYRK1A 

est essentielle pour la neurogenèse post-embryonnaire (Guimerá et al., 1996; Kentrup et 

al., 1996; Tejedor et al., 1995). Chez l’Homme, DYRK1A est exprimée de façon ubiquitaire 
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Figure 18 – La surexpression de xDyrk1A induite des problèmes antérieurs. (A 

gauche) embryons contrôle non injectés. (Au milieu) Les embryons ont été injectés avec 

500 pg de xDyrk1A dans les deux blastomères dorsaux au stade 8 cellules. Les flèches 

indiquent les défauts au niveau de la tête ou des yeux. (A droite) Les embryons injectés 

avec l’ARNm xDyrk1A ont été traités avec 2,5 µM de proIndy. Les problèmes antérieurs 

ont été restaurés.  

(D'après Ogawa et al., 2010) 

 

 

 

 

Figure 19 – Dscr5 et Dscr6 sont présents dans les tissus adultes et fœtaux. 

L’analyse de Nothern Blot et des banques de MTC (Human Multiple Tissue cDNA panels) 

ont permis de détailler le profil des transcrits de Dscr5 et Dscr6 dans les différents tissus 

adultes et fœtaux.  

(Shibuya et al., 2000) 
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dans les tissus fœtaux et adultes, avec une forte expression dans le cerveau et dans le 

cœur (Guimerá et al., 1996; Hämmerle et al., 2003).  

L’importance de ce gène a été renforcée par les études fonctionnelles et 

phénotypiques de modèles murins transgéniques ou de Knockout (KO). Le modèle KO 

homozygote    (Dyrk1a-/-), créé par l’équipe de Fotaki, est létal au stade embryonnaire 

E14,5. Les souris hétérozygotes (Dyrk1a+/-) sont plus petites en taille et présentent une 

diminution de la taille du cerveau. Chez les deux lignées, les résultats montrent un défaut 

de développement du système nerveux central, une réduction du nombre de 

neuroblastes et une dérégulation de la différenciation neurale (Fotaki et al., 2002). 

D’autres études en utilisant différentes lignées de souris transgéniques ont montré que la 

surexpression de Dyrk1a seul est suffisante pour induire des altérations de la morphologie 

cérébrale, ainsi que des troubles neurologiques et moteurs comparables à ceux 

observés chez les patients atteints de trisomie 21 (Ahn et al., 2006; Altafaj et al., 2001, 

2008; Branchi et al., 2004; Laguna et al., 2008; Martínez de Lagrán et al., 2004; Sebrié et 

al., 2008; Smith et al., 1997). 

Les conséquences de la surexpression de Dyrk1A ont également été étudiées chez 

les embryons de Xenopus laevis. L’ARNm xDyrk1a (homologue de Dyrk1a) a été injecté 

dans les deux blastomères dorsaux au stade 8 cellules et les conséquences 

phénotypiques ont été analysées. Les résultats obtenus ont montré qu’au stade 40-41, 

les embryons présentent des problèmes antérieurs, notamment la tête et les yeux sont 

peu développés. De plus, ce phénotype peut être restauré par l’ajout d’un nouvel 

inhibiteur de Dyrk1A, proIndy (figure 18) (Ogawa et al., 2010).  

!

2.3.2. DSCR5 

DSCR5, aussi appelé PIG-P (phosphatidylinositol glucan, classe P), est un 

composant de la glycosylphosphatidylinositol-N-acétylglucosaminyltransférase (GPI-

GnT) (Watanabe et al., 2000). Le GPI est un glycolipide qui permet l’ancrage de 

protéines aux membranes cellulaires.  

L’équipe de Shibuya a montré que DSCR5 est localisé dans la région DSCR et code 

pour une protéine transmembranaire. De plus, des analyses de Nothern Blot chez 

l’Homme ont montré que l’ARNm Dscr5 est présent dans plusieurs tissus adultes et 

fœtaux, comme le foie, le muscle squelettique, le cœur, le pancréas et les testicules 

(figure 19) (Shibuya et al., 2000; Togashi et al., 2000).  
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Chez la souris, la technique d’hybridation in situ a permis de montrer que 

l’homologue de Dscr5 est principalement exprimé dans la langue au cours du 

développement embryonnaire. Avec ce résultat, les auteurs suggèrent que Dscr5 

pourrait être responsable de la physiologie de la malformation de la langue observée 

dans les patients atteints de trisomie 21 (Choi et al., 2001). De plus, des études menées 

chez la souris ont montré que le complexe de biosyntèse de GPI est essentiel pour le 

développement embryonnaire et surtout pour le maintien de l’homéostasie de la 

coagulation sanguine et la fonction neurologique (Almeida et al., 2006).  

Chez le xénope et chez le poisson-zèbre, Dscr5 participe au développement 

embryonnaire précoce. Comme j’ai décrit précédemment, les mouvements de 

convergence et extension au cours de la gastrulation participent à la mise en place des 

axes embryonnaires. Il a été montré que la voie de signalisation PCP, dans laquelle on 

retrouve Dishevelled, les GTPases et la cascade JNK (Jun N-terminal kinase), régule ces 

mouvements (Klein and Mlodzik, 2005). Notre équipe a montré que la perte de fonction 

ou la surexpression de Dscr5 affecte les mouvements de convergence et extension, sans 

modifier le patron d’expression des gènes impliqués dans la régionalisation dorso-

ventrale du mésoderme, comme Chordin et Wnt8. Ils ont également montré que DSCR5 

module ces mouvements en passant par la voie de signalisation PCP et en régulant la 

stabilité de Dsh (Shao et al., 2009).  

!

2.3.3. DSCR6  

L’équipe de Shibuya a également montré que DSCR6 appartient à la région DSCR. 

Leur analyse informatique a montré qu’il existe 4 différents transcrits de DSCR6 : DSCR6a, 

DSCR6b, DSCR6c et DSCR6d, et qu’il n’y a pas de domaine conservé entre ces 

protéines. L’utilisation du logiciel PSORTII (Protein sorting signal and localization sites in 

amino acid sequences) a permis de prédire que DSCR6 aurait une localisation 

nucléaire. Des analyses de Northern blot  et des banques de MTC (Human Multiple Tissue 

cDNA panels) ont montré que ces transcrits sont exprimés au cours du développement 

et chez l’adulte, notamment dans le rein et le cerveau, et dans une moindre quantité 

dans le foie et les poumons (figure 19) (Shibuya et al., 2000). Une autre étude a analysé 

l’expression de DSCR6 dans le cortex du cerveau des fœtus au début du 2ème trimestre 

de grossesse par Western Blot. Les résultats ont montré que Dscr6 serait surexprimé dans 

les fœtus atteints de trisomie 21, en revanche, quand les résultats obtenus sont 

normalisés, il n’y a pas de différence par rapport aux fœtus contrôles. Les auteurs ont 
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Figure 20 – Arbre phylogénétique des membres de la famille Ripply. Les 

différents gènes Ripply chez l’Homme (jaune), la souris (bleu) et le xénope (vert).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 21 – Comparaison des séquences primaires des différents membres de 

la famille RIPPLY d’amphibien. Alignement de la séquence en acides aminés de 

RIPPLY3, RIPPLY2.1 et RIPPLY2.2 de Xenopus laevis. Les motifs WRPW (rectangle rouge) et 

FVQA (rectangle bleu) sont conservés parmi les 3 membres de cette famille.  
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ainsi proposé que ces résultats ne semblent pas être conclusifs et que Dscr6 ne serait 

donc pas surexprimé le cerveau des fœtus analysés (Ferrando-Miguel et al., 2004). 

DSCR6 est également appelé RIPPLY3 et appartient à la famille RIPPLY. Chez 

l’Homme et chez la souris, trois membres appartiennent à cette famille : Ripply1 

(Groucho), Ripply2 et Ripply3 (DSCR6) ; alors que chez le xénope, on retrouve Ripply2.1 

(Ledgerline ou Stripy), Ripply2.2 (Bowline) et Ripply3 (figure 20). Ces protéines partagent 

peu de régions d’homologie avec des domaines conservés. En revanche, deux motifs 

composés de seulement quelques acides aminés sont bien conservés : WRPW et FPVQ 

(figure 21). Le peptide FPVQ est localisé dans la région Ripply/BDLC (Bowline-DSCR-

Ledgerline conserved region) qui est essentielle à l’interaction entre les membres de 

cette famille et les protéines à boîte-T au cours de la somitogenèse et du 

développement du pharynx (Hitachi et al., 2009; Kawamura et al., 2008; Kondow et al., 

2007). Le motif WRPW se trouve dans la partie amino-terminale de tous les membres de 

la famille RIPPLY. Chez le xénope et le poisson-zèbre, ce motif permet le recrutement et 

l’interaction avec la protéine Groucho (Fisher et al., 1996; Paroush et al., 1994). Cette 

interaction va convertir le rôle activateur transcriptionnel de Tbx6 (aussi appelé Tbx24) 

en un rôle de répresseur au cours de la somitogenèse (Kawamura et al., 2005, 2008; 

Kondow et al., 2007). Notre équipe a montré que ce motif joue également un rôle dans 

l’interaction de XDSCR6 avec les membres de la famille polycomb lors de la mise en 

place des feuillets et axes embryonnaires (Li et al., 2013).  

En plus de l’étude de la fonction du gène Dscr5, mon équipe s’est également 

intéressée à la fonction de Xdscr6 (un homologue de Dscr6 humain) au cours du 

développement embryonnaire chez le xénope. L’étude du profil d’expression révèle 

que les transcrits de Xdscr6 sont présents! dès le début du développement jusqu’à 

l’organogenèse de manière constante, ce qui suggère que Xdscr6 est un ARNm 

maternel (figure 22A). De plus, la signalisation Nodal, mais pas celle de Wnt, induit 

l’expression de Xdscr6 dans l’ectoderme naïf. La surexpression de Xdscr6 dans des 

explants de la calotte animale induit l’expression Xnr1, Xnr2 et Xnr6, des gènes qui sont 

majoritairement exprimés dans la région dorsale. Ces résultats suggèrent que ce gène 

pourrait être impliqué dans le développement précoce. Des expériences d’hybridation 

in situ ont montré que la surexpression de Xdscr6 dans les calottes animales induit 

l’expression des gènes MLC (myosin ligh chain), XCG1 (un gène marqueur de la glande 

adhésive) et de Sox3 (un marqueur du neuroectoderme). Des expériences de RT-PCR 

montrent que cette surexpression de Xdscr6 conduit également à l’expression de gènes 

du mésoderme tels que Chordin, Xbra ou Wnt8 (figure 22B). De plus, cette surexpression 
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Figure 22 – La fonction de XDSCR6 au cours du développement embryonnaire de 

l’amphibien. (A) Profil d’expression de l’ARNm de Xdscr6. (B) Des analyses de RT-PCR montrent 

que la surexpression de Xdscr6 modifie l’expression des gènes marqueurs du mésoderme dorsal 

et du tissu neural. (C) La surexpression de Xdscr6 induit l’allongement des explants issus de la 

calotte animal. Ces explants sont au stade neurula. (D) La surexpression de Xdscr6 induit la 

dorsalisation des tissus issus de la zone marginale ventral (ZMV). (E) La surexpression de Xdscr6 

induit la formation d’un double axe (II rouge). (F) L’injection d’un morpholino spécifique de 

Xdscr6 induit la ventralisation des embryons. (G) Des analyses en culture cellulaire montrent que 

XDSCR6 interfère avec la localisation nucléaire de EZH2 et BMI1 au niveau des polycomb bodies. 

(H) Modèle de la fonction de XDSCR6 dans la répression transcriptionnelle 

(D’après Li et al., 2013) 
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induit l’allongement de ces explants (figure 22C). Ces résultats suggèrent que XDSCR6 

induit la formation du mésoderme dorsal et de tissu neural.  

L’équipe a ensuite étudié les conséquences de la surexpression de Xdscr6 au cours 

de la mise en place des axes embryonnaires. Des expériences réalisées sur les explants 

issus de la zone marginale ventrale montrent que XDSCR6 est capable de dorsaliser le 

mésoderme ventral au cours de la gastrulation (figure 22D). Au niveau phénotypique, la 

surexpression de Xdscr6, comme la forme humaine Hdscr6, ou encore la forme 

AmphiSom de l’amphioxus, dans la région ventrale de l’embryon conduit à la formation 

d’un axe surnuméraire (figure 22E). Ceci peut être expliqué par le fait que ces 

homologues contiennent tous le motif WRPW localisé dans leur région amino-terminale. 

En effet, les travaux de l’équipe ont montré que l’intégrité du motif WRPW est requise 

pour la capacité de XDSCR6 à induire un axe embryonnaire surnuméraire. De plus, la 

surexpression du motif myc-WRPW seul est suffisante pour induire ce phénotype. 

L’étude de la perte de fonction de Xdscr6 a également été réalisée en utilisant des 

sondes oligonucléotide de type Morpholino. Quand le Morpholino de Xdscr6 est injecté 

dans la région dorsale, les embryons présentent des problèmes antérieurs, caractérisés 

notamment par une atrophie de la tête (figure 22F). Au niveau moléculaire, les gènes 

marqueurs du mésoderme dorsal, tels que Chordin, Noggin et Goosecoïd, sont moins 

exprimés. Ainsi, Xdscr6 est requis pour la formation du mésoderme dorsal et pour le 

développement antérieur.  

Afin de comprendre les propriétés dorsalisantes de XDSCR6, l’équipe a recherché 

des potentiels partenaires protéiques. Elle a identifié 2 membres de la famille polycomb 

BMI-1 (B cell-specific Moloney murine leukemia virus integration site 1) et EZH2 (enhancer 

of zeste homologue 2) comme étant des partenaires de XDSCR6. De plus, l’équipe a 

montré que le motif WRPW est requis pour cette interaction.  

 Des expériences d’immunodétection en culture cellulaire et de ChIP sur les 

embryons de xénope ont montré que XDSCR6 est capable de décrocher EZH2 et BMI-1 

de la chromatine, empêchant ainsi leur activité répressive sur un gène marqueur du 

mésoderme dorsal – Goosecoid (figure 22 G et H). L’équipe a ainsi montré un nouvel 

mécanisme de dérépression transcriptionnelle dans lequel les processus épigénétiques 

sont impliqués dans la formation du mésoderme dorsal et des axes embryonnaires de 

Xenopus laevis (Li et al., 2013).  

! !
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 1. Généralités  

Le terme « épigénétique » est apparu pour la première fois dans les années 40s 

initié par l’embryologiste Conrad Waddington, qui considéra que la modulation de 

l’expression des gènes construit le phénotype (Waddington, 2012).  

L’épigénétique correspond à l’ensemble des changements de la structure et de 

la fonction de la chromatine. Ces changements sont transmissibles d’une cellule mère à 

une cellule fille et font intervenir, par exemple, la méthylation de l’ADN, la compaction 

de la chromatine rendant accessible ou non les gènes cibles pour la machinerie 

transcriptionnelle, ou les modifications post-traductionnelles des histones. L’ensemble de 

ces modifications engendre une accessibilité chromatinienne différente en fonction des 

marques épigénétiques. Ces marques induisent le changement de l’expression des 

gènes qui sont à la fois stables et héritables au cours des divisions cellulaires mais aussi 

modifiables et réversibles en fonction de l’environnement.   

Au cours du développement embryonnaire, les cellules possèdent le même 

patrimoine génétique, mais elles ne sont pas identiques. Selon le type cellulaire, les 

gènes ne vont pas s’exprimer de la même manière. En effet, en plus de l’intervention 

des facteurs de transcription, l’expression génétique peut aussi être modulée par les 

différentes marques épigénétiques qui peuvent être soit activatrices, soit inhibitrices. 

Ainsi, l’étude de l’épigénétique au cours du développement embryonnaire est en enjeu 

central pour comprendre l’expression différentielle des gènes, le maintien et la 

transmission de leur expression.   

Dans ce chapitre j’ai choisi de ne décrire que les processus qui s’inscrivent dans le 

cadre de ma problématique de thèse. Ainsi, j’ai pris les modifications des histones 

comme exemple de modifications épigénétiques. 
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Figure 23 – Les modifications des histones. Les différents acides aminés peuvent 

subir plusieurs modifications post-traductionnelles qui sont représentées avec les 

différentes couleurs. 

(D'après Latham and Dent, 2007) 
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 2. Les modifications post-traductionnelles des histones  

Les modifications des histones constituent un ensemble de marques de la 

chromatine. Elles sont importantes pour réguler de la structure chromatinienne et 

l’activité des gènes. En effet, les modifications post-traductionnelles des histones 

peuvent changer la nature de l’interaction entre l’ADN et le nucléosome ou permettre 

le recrutement de protéines interagissant avec la chromatine. Il existe un grand nombre 

de modifications des histones impliquées dans différents processus cellulaires (figure 23), 

comme c’est le cas de la méthylation ou de l’acétylation. En général, l’acétylation des 

lysines est corrélée avec une chromatine « ouverte » et transcriptionnellement active 

tandis que la méthylation des lysines aura un effet inverse en fonction de la position et 

du nombre de résidus méthylés.   

!

2.1. L’acétylation 

Les histones peuvent être acétylées sur des résidus lysine spécifiques. Cette 

modification post-traductionnelle rend la chromatine plus flexible et facilite 

l’accessibilité aux différents facteurs de transcription. L’acétylation est ainsi associée à 

une transcription active. Il existe des histones acétyltases ou des histones désacétylases 

capables d’acétyler ou de désacétyler les lysines, respectivement (Sterner and Berger, 

2000; Witt et al., 2009). La déacétylation des histones, provoque la condensation de la 

chromatine et restreint ainsi l’accès à l’ADN aux facteurs de transcription. Des analyses à 

l’échelle du génome chez la levure ont montré que les régions transcrites sont 

globalement hyperacétylées alors que les régions silencieuses sont plutôt hypoacétylées 

(Pokholok et al., 2005).  

Au cours du développement embryonnaire du xénope, l’hyperacétylation des 

histones est requise pour la formation du mésoderme au moment de la gastrulation 

(Almouzni et al., 1994). Par exemple, récemment il a été montré que le déterminant 

maternel VegT joue un rôle dans l’acétylation de l’histone 3 sur les loci des gènes du 

mésendoderme. En effet, la surexpression de VegT augmente l’acétylation de H3K27 et 

H3K9 et la triméthylation de H3K4, alors que l’injection d’un morpholino spécifique de 

VegT diminue ces marques épigénétiques. Ainsi, VegT est nécessaire à l’établissement 

des marques actives des histones sur les régions des promoteurs des gènes du 

mésendoderme. Dans ce même article, les auteurs ont montré que Ascl1 (Achaete-

scute homolog 1 is a protein), un facteur maternel essentiel à la formation du 
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mésendoderme, antagonise l’activité transcriptionnelle de VegT via la déacétylation de 

H3K27 et H3K9 au cours de l’induction du mésendoderme (Min et al., 2016).  

!

!

2.2. La méthylation 

 Les histones peuvent également être méthylées sur les résidus lysines ou arginines, 

principalement sur les extrémités amino-terminales des histones H3 et H4. Comme pour 

l’acétylation, la méthylation est une modification réversible qui fait intervenir l’action 

d’histones méthyltransférases et de l’histones déméthyltransférases (Agger et al., 2008; 

Sims et al., 2003). Selon l’acide aminé modifié, les histones méthyltransférases peuvent 

être classés en 2 groupes différents : les PRMT (protein arginine methyltransferase) qui 

méthylent les résidus arginine, et les protéines à domaine SET (Suppressor of variegation 

3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax) qui méthylent les résidus lysine. La méthylation des 

résidus arginine semble avoir un effet positif sur la transcription, alors que la méthylation 

de certains résidus lysine joue un rôle principalement dans la formation de 

l’hétérochromatine et donc dans la répression de la transcription (Zhang and Reinberg, 

2001).  

 Chez le xénope, ces résidus sont également méthylés au cours du développement 

embryonnaire précoce. Par exemple, l’acquisition de la marque H3K4me3 corrèle avec 

l’activation de l’expression des gènes zygotiques, alors que la marque H3K27me3 est 

préférentiellement déposée plus tard dans le développement, probablement pour 

restreindre l’activité des régulateurs transcriptionnels de façon spatio-temporelle (Akkers 

et al., 2009).  

!

!

 3. Importance des polycombs 

Le mode d’action des polycombs est requis pour différentes fonctions biologiques, 

comme la prolifération, le contrôle du cycle cellulaire ou le développement du système 

nerveux. Les polycombs sont associés au contrôle de nombreux gènes dont une grande 

partie code pour des régulateurs de la transcription et des protéines de signalisation qui 

sont souvent impliqués dans les processus du développement (Schwartz and Pirrotta, 

2007). Par exemple, les polycombs interagissent avec les facteurs de transcription, 
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Figure 24 – Les complexes Polycomb Repressive 1 et 2. D’une manière générale, 

l’action des polycombs débute par le recrutement du complexe PRC2 au niveau de 

l’histone H3 pour di/triméthyler le résidu lysine 27. Cette marque épigénétique participe 

au recrutement du complexe PRC1, qui lui à son tour va monoubiquitiner le résidu lysine 

119 sur l’histone 2A. La présence de ces deux complexes PRCs induit la compaction de 

la chromatine et conduit à la répression transcriptionnelle des gènes cibles. (M : 

méthylation ; K : lysine ; Ub : ubiquitination ; H : histone). 

(D'après Vissers et al., 2012 et Wassef and Margueron, 2017) 
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comme Sox2, Nanog et Oct4 (Octamer-binding transcription factor 4) requis pour l’auto-

renouvèlement et le maintien de la pluripotence des cellules souches embryonnaires 

murines (Lee et al., 2006). 

Le groupe des protéines Polycomb est une des principales classes de modificateurs 

d’histone et code pour des facteurs qui contrôlent l’extinction de l’expression des gènes 

(« silencing »). 

Les protéines polycomb ont des fonctions spécifiques dans le développement 

embryonnaire, dans les cellules souches pluripotentes et dans la reprogrammation des 

cellules somatiques dans un état pluripotent (Aloia et al., 2013). Ces protéines sont des 

facteurs épigénétiques très conservés au cours de l’évolution et ont été initialement 

découvertes chez la drosophile, comme étant des répresseurs des gènes homéotiques 

(Lewis, 1978). En effet, chez les embryons de drosophile, des mutations des membres de 

cette famille perturbent l’expression spatio-temporelle des gènes Hox et induisent des 

défauts de segmentation le long de l’axe antéro-postérieur (Ringrose and Paro, 2004). 

Ces résultats suggèrent que les protéines polycombs contrôlent la segmentation au 

cours du développement embryonnaire précoce de la drosophile. Ainsi, au cours du 

développement embryonnaire, les complexes polycomb maintiennent la répression de 

leurs gènes cibles. Par ailleurs, ce rôle répresseur sur les gènes du développement est très 

conservé chez les mammifères (Morey and Helin, 2010). 

!

 4. Les complexes PRC1 et PRC2 

Les protéines Polycomb sont regroupées au sein de deux complexes principaux : 

Polycomb Repressive Complexe 1 et 2 (PRC1 et PRC2) (figure 24). Le complexe PRC1 

catalyse la mono-ubiquitination de la lysine 119 sur l’histone H2A (H2A119ub) via RING1A 

et RING1B, tandis que le complexe PRC2 présente une activité méthyltransférase, 

notamment sur la di-/tri-méthylation de l’histone 3 sur la lysine 27 (H3K27me2/3) par 

l’action des sous-unités enzymatiques EZH1 et EZH2 (Kuzmichev et al., 2002; Margueron et 

al., 2008; Sawarkar and Paro, 2010; Schuettengruber and Cavalli, 2009; Simon and 

Kingston, 2009).  

!

!
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Figure 25 – Représentation de la protéine BMI1. BMI1 possède le domaine RING 

finger dans sa partie amino-terminale (N). Dans la région centrale de la protéine, se 

trouve le domaine Helix-Turn-Helix (HTH) qui permet les interactions protéine-ADN. Dans 

la région carboxy-terminale (C) se trouve le domaine PEST-Like. Ce domaine est 

impliqué dans la stabilité de BMI1. Dans cette protéine nous trouvons également deux 

motifs d’adressage au noyau : NLS1 et NLS2 (Nuclear Localization Signal).  

(D'après Bhattacharya et al., 2015) 
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4.1. PRC1  

Chez la drosophile, quatre protéines constituent le cœur fonctionnel de ce 

complexe PRC1 : Polycomb (PC) qui reconnaît la marque H3K27me3, Posterior Sex 

Combs (PSC), Polyhomeotic (PH) et dRING (qui ubiquitine la lysine 119 de l’histone H2A) 

(Francis et al., 2001; Saurin et al., 2001). La mono-ubiquitination de H2AK119ub est une 

modification post-traductionnelle très importante pour la répression des gènes ciblés par 

les protéines polycomb. Chez les vertébrés, la composition du PRC1 est beaucoup plus 

complexe. Par exemple, on retrouve deux homologues de dRing chez les mammifères, 

Ring1A et Ring1B. Les homologues de dRing sont essentiels à l’activité principale de ce 

complexe (Gao et al., 2012; Luis et al., 2011). Les souris hétérozygotes pour Ring1A sont 

viables mais présentent des défauts de développement au niveau du squelette axial, 

notamment une antériorisation des vertèbres lombaires (del Mar Lorente et al., 2000), 

alors que le KO des souris Ring1B-/- provoque l’arrêt du développement embryonnaire 

très précocement et les embryons meurent aux alentours du 10ème jour de 

l’embryogénèse (de Napoles et al., 2004; Voncken et al., 2003).  Dans le complexe PRC1 

on retrouve également cinq homologues du gène PC, appelés Chromobox (Cbx) et 

BMI-1. 

Plusieurs rôles du complexe PRC1 ont été répertoriés dans la littérature. La protéine 

Pc, par son chromodomaine, permet la liaison spécifique de PRC1 sur l’histone H3K27 

préalablement triméthylée par PRC2 (Fischle et al., 2003). Certaines protéines avec le 

domaine RING (Ring1A et Ring1B) ont une activité E3UbiquitineLigase qui mono-

ubiquitine l’histone H2A sur la lysine 119 (Cao et al., 2005; de Napoles et al., 2004; Wang 

et al., 2004). D’autres protéines polycomb contenant le domaine RING, comme BMI-1 

par exemple, ont comme but de catalyser cette action d’ubiquitination (Buchwald et 

al., 2006; Li et al., 2006).  

!

4.1.1. BMI1 

Le gène Bmi1 (figure 25) a été identifié pour la première fois comme un oncogène 

pouvant collaborer avec c-Myc chez les souris transgéniques Eµ-myc au cours de la 

lymphomagénèse (van Lohuizen et al., 1991).  

Au contraire d’EZH2, BMI1 ne possède aucune activité enzymatique, mais cette 

protéine semble stimuler l’activité E3 ubiquitine ligase de Ring1A/B qui permet la 

création de la marque répressive H2AK119ub (Cao et al., 2005).!!!
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Figure 26 – BMI1 est impliquée dans la mise en place des axes 

embryonnaires. (A) Embryons contrôle. (B) La surexpression de Xdscr6 dans la région 

dorsale de l’embryon n’a pas d’effet sur la mise en place des axes embryonnaires. Les 

embryons sont normaux. (C) La surexpression de Bmi1 dans la région dorsale induit la 

ventralisation de l’embryon. (D) Ce phénotype est restauré lors de la co-injection de 

Xdscr6 avec Bmi1.  

(D’après Li et al., 2013) 
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4.1.1.1. BMI1 au cours du développement embryonnaire 

Chez la souris BMI1 est très exprimée dans les cellules souches embryonnaires, dans 

le placenta, dans le thymus, dans le cœur, dans les testicules et dans le cerveau (van 

Lohuizen et al., 1991). La délétion de BMI1 n’est pas létale au niveau embryonnaire mais 

les souris Bmi1-/- présentent des anomalies neurologiques, hématopoïétiques et 

squelettiques, notamment dans l’axe antéropostérieur (van der Lugt et al., 1994).  

Chez le xénope, les transcrits de XBmi1 sont détectés de manière abondante dès 

le début de la fécondation jusqu’à la gastrulation. Au stade gastrula, ils sont localisés 

essentiellement dans l’ectoderme dorsal et ventral. A des stades plus tardifs, XBmi1 est 

restreint aux régions le plus antérieures de l’embryon (Reijnen et al., 1995). La 

surexpression de XBmi1 induit des embryons avec des défauts antérieurs, notamment au 

niveau de la morphologie de la tête et la taille des yeux (Yoshitake et al., 1999). Ce 

phénotype peut être partiellement restauré avec la co-injection de XBmi1 et Xdscr6 

(figure 26), comme décrit dans le chapitre II. Ces résultats démontrent que XDSCR6 

empêche de XBMI1 de contacter l’ADN (Li et al., 2013).  

!

4.2. PRC2 

Le complexe PRC2 est composé de quatre sous-unités : SUZ12 (Suppressor of Zeste 

12), EZH2 (Enhancer of Zeste 2), EED (Embryonic Ectoderm Development) et RbAP46/48 

(Retinoblastoma Associated Protein) (Kuzmichev et al., 2002; Margueron and Reinberg, 

2011). Des études récentes chez les mammifères ont identifié une nouvelle version du 

complexe PRC2 contenant EZH1, un homologue d’EZH2. EZH1 peut également induire la 

triméthylation de H3K27. Ainsi, EZH2 et EZH1 sont des méthyltransférases responsables de 

l’activité enzymatique de PRC2 (Margueron et al., 2008; Shen et al., 2008). D’autres 

cofacteurs sont nécessaires au bon fonctionnement de ce complexe, comme JARID2 

(Jumonji And AT-Rich Interaction Domain Containing 2) ou AEBP2 (Adipocyte 

enhancer)-binding protein 2), ils participent à la stimulation de l’activité 

méthyltransférase du complexe PRC2. 

 La triméthylation de l’histone H3 sur la lysine 27 (H3K27) est une marque 

épigénétique qui est associée à l’extinction de la transcription. C’est le complexe PRC2 

(Polycomb repressive complex 2) qui possède cette activité de méthyltransférase.  

Plusieurs études ont montré que le complexe PRC2 est essentiel au cours du 

développement embryonnaire. Par exemple, chez la souris, lorsque l’expression de 
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Figure 27 – Représentation de la protéine EZH2. La protéine EZH2 possède un site 

de liaison à EED dans sa région amino-terminale. Dans la région carboxy-terminale se 

trouvent le domaine de liaison à SUZ12 et le domaine catalytique SET. Les modifications 

post-traductionnelles d’EZH2 sont représentées en rouge. Cette protéine peut être 

phosphorylée sur S21, T345, T372, T416, T487, Y641 et S734 par les kinases indiquées en 

dessous. (S : sérine ; T : thréonine ; Y : tyrosine). 

(D'après Yamaguchi and Hung, 2014) 
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Suz12, Eed ou Ezh2 est perturbée, les embryons présentent des défauts de gastrulation et 

une létalité pendant les stades post-implantatoires précoces (Faust et al., 1995; O’Carroll 

et al., 2001; Pasini et al., 2004). De même, chez les embryons de xénope, le complexe 

PRC2 régule aussi la formation du mésendoderme, le développement neural et des 

crêtes neurales. Par exemple, l’interaction entre EZH2 et le facteur de transcription Snail2 

permet la spécification et la migration des crêtes neurales (Lim et al., 2011; Tien et al., 

2015). 

!

4.2.1. EZH2 

La sous-unité catalytique du complexe PRC2 est le produit du gène Ezh2. Grâce à 

son activité d’histone méthyltransférase, cette protéine est responsable de la 

triméthylation de la lysine 27 de l’histone H3, via son domaine SET. La méthylation de 

l’histone H3, H3K27me3, va maintenir la chromatine sous forme condensée, empêchant 

ainsi la liaison des facteurs de transcriptions aux sites promoteurs de plusieurs gènes. Le 

domaine amino-terminal d’EZH2, composé des domaines protéiques WDB et SANT, sert 

de point d’ancrage pour ses partenaires du complexe PRC2 (EED, SUZ12 et RBAP48) 

(Cao and Zhang, 2004a, 2004b; Kuzmichev et al., 2004). Comme nous pouvons voir dans 

la figure 27, EZH2 présente des modifications post-traductionnelles comme la 

phosphorylation. Cette méthyltransférase peut être phosphorylée sur plusieurs résidus de 

sérine, tyrosine ou thréonine par différentes kinases. Par exemple, elle peut être 

phosphorylée sur le résidu tyrosine en position 641 par JAK2 (Janus kinase 2), ce qui 

permet l’interaction entre EZH2 et ß-TrCP. La phosphorylation sur le résidu sérine en 

position 21 (S21) par AKT (protéine kinase B) induit l’inhibition de l’activité enzymatique 

sur H3K27me3 mais permet à EZH2 de méthyler et d’activer le facteur de transcription 

STAT3 (Yamaguchi and Hung, 2014).  

!

4.2.1.1. L’implication d’EZH2 au cours du développement 

embryonnaire de la souris 

Dans les embryons de souris, O’Carroll et ses collaborateurs ont montré que les 

transcrits d’Ezh2 sont détectés à partir de la fécondation jusqu’à la gastrulation 

(O’Carroll et al., 2001). Ces travaux n’ont pas analysé le profil des transcrits d’Ezh2 au-

delà du stade blastocyste. D’autres travaux ont analysé le profil spatio-temporel de la 

protéine EZH2 et sa marque épigénétique H3K27me3 ont montré qu’elles sont présentes 
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Figure 28 – Profil d’expression spatio-temporel d’EZH2 et de H3K27me3 dans 

les embryons préimplantatoires de souris. Des expériences d’immunodétection 

dans les embryons de souris ont été réalisées du stade zygote au stade blastocyste. La 

marque épigénétique H3K27me3 et la protéine EZH2 sont détectées dans les noyaux dès 

le début du développement jusqu’au stade blastocyste. 

(D'après Erhardt et al., 2003 et Saha et al., 2013) 
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dans les noyaux de tous les blastomères du stade zygote au stade 16 cellules, puis au 

stade blastocyste on les retrouve majoritairement dans l’ICM!(Inner Cell Mass) (figure 28) 

(Erhardt et al., 2003; Saha et al., 2013). A des stades plus tardifs, la protéine EZH2 est 

détectée dans les cellules du système nerveux, foie, cœur et tractus gastro-intestinal 

(Ningxia et al., 2011). Au cours du développement, l’inactivation d’Ezh2 conduit à la 

mort embryonnaire au stade E8,5. Ces embryons arrêtent de se développer après 

l’implantation (O’Carroll et al., 2001). Il a également été montré qu’EZH2 est essentielle à 

la ségrégation entre les premières cellules du trophectoderme et les cellules 

pluripotentes de l’épiblaste (Erhardt et al., 2003). En effet, il a été montré que 

l’expression des marqueurs de pluripotence Nanog, Sox2 et Oct4 est diminuée lorsque 

l’expression d’Ezh2 est inhibée par l’injection d’un siRNA spécifique, suggèrant ainsi 

qu’EZH2 est nécessaire pour le maintien de la pluripotence et est essentiel au 

développement embryonnaire préimplantatoire précoce (Huang et al., 2014).  

!

4.2.1.2. L’implication d’EZH2 au cours du développement 

embryonnaire de l’amphibien 

Dans les embryons de xénope Xezh2 a été identifié pour la première fois dans les 

années 2000. Ces travaux ont montré que Xezh2 est détecté à partir du stade blastula 

tardif jusqu’au stade 41 (figure 29A). De plus, cette étude a montré que cette expression 

est restreinte à la partie antérieure de l’embryon. En effet, des expériences de RT-PCR sur 

des coupes de l’embryon au stade 25 ont montré que Xezh2 est plus exprimé dans la 

région antérieure (figure 29B) (Barnett et al., 2001). En revanche, ces résultats ont été en 

désaccord avec trois autres études plus récentes. D’une part, des données de RT-PCR 

ont montré que Xezh2 est détecté dès le stade zygote jusqu’au stade têtard de manière 

constante (figure 29C) (Kawaguchi et al., 2012; Tien et al., 2015). D’autre part, il a été 

montré par hybridation in situ que Xezh2 est exprimé sur la totalité de l’axe antéro-

postérieur et son expression ne serait donc pas restreinte exclusivement à la partie 

antérieure de l’embryon. Cette étude a également montré que les transcrits de Xezh2 

sont présents dans la moelle épinière présomptive au stade 19, puis, au stade 24, ils sont 

aussi détectés dans la région de la tête, y compris dans la vésicule optique. Au stade 

bourgeon caudal, l’expression de Xezh2 persiste dans la région antérieure, notamment 

dans les arcs branchiaux, dans le mésencéphale et dans les yeux (Aldiri and Vetter, 

2009; Tien et al., 2015). Dans l’œil, la protéine XEZH2 est enrichie dans les cellules 

progénitrices rétiniennes dans la région marginale ciliaire (Aldiri et al., 2013). 
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Figure 29 – EZH2 au cours du développement embryonnaire de Xenopus 

laevis. Les travaux de Barnett et ses collaborateurs sont représentés en A et B. (A) Des 

expériences de RT-PCR ont permis de dresser le profil d’expression temporel de Xezh2 

dès le stage ovocyte jusqu’à l’organogenèse. (B) L’embryon a été découpé en 3 

parties : l’antérieure (A), postérieur (P) et le milieu (M) et l’endoderme a été enlevé. Des 

analyses de RT-PCR ont ensuite été réalisées. (C) Profil d’expression temporel de Xezh2 

analysé par RT-PCR Kawaguchi et ses collaborateurs. (D) (A gauche) Les embryons 

contrôle injectés avec la GPF. (Au milieu) Les embryons ont injectés avec le MO-Ezh2 du 

côté gauche. L’œil du côté injecté est plus petit. (A droite) Les embryons injectés avec 

le contrôle Morpholino.  

(D'après Barnett et al., 2001; Kawaguchi et al., 2012 et Aldiri et al., 2013) 
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Actuellement existe peu de données sur la fonction de Xezh2 in vivo chez 

l’amphibien. La surexpression de Xezh2 a été analysée en injectant un ARNm (0,8 ng) 

dans les deux blastomères dorsaux au stade 4 cellules. Au stade têtard, aucun 

phénotype évident n’a été détecté. En revanche, des coupes de la partie antérieure 

de l’embryon ont montré un épaississement du plancher du mésencéphale, ce qui 

suggère que la surexpression de Xezh2 pourrait affecter le développement neural 

(Barnett et al., 2001). L’inactivation de l’expression de Xezh2 a également été étudiée 

en injectant des oligonucléotides morpholino spécifiques de Xezh2 dans une cellule 

dorsale au stade 8 cellules. Au stade têtard, le diamètre de l’œil du côté injecté diminue 

de 15% (n=18), ce qui suggère que Xezh2 est impliqué dans le développement de la 

rétine (figure 29D) (Aldiri et al., 2013).  

Au niveau moléculaire, il a été montré que Xezh2 est induit par Noggin. En effet, 

une étude sur des explants issus de la calotte animale dans lesquels l’ARNm codant pour 

Noggin a été injecté, a montré une augmentation de l’expression de Xezh2. De plus, lors 

de cette même étude, la surexpression de Xezh2 inhibe l’expression d’En-2 (marqueur 

de la jonction mésencéphale et le cerveau postérieur) et Krox-20 (marqueur du cerveau 

postérieur). Les auteurs ont ainsi proposé que ces deux gènes pourraient être des gènes 

cibles de Xezh2 et que Xezh2 inhiberait la postériorisation des tissus (Barnett et al., 2001). 

Une autre étude a montré que XEZH2 interagit avec le facteur de transcription Snail2 au 

stade gastrula. Cette interaction permet le recrutement du complexe PRC2 sur les gènes 

cibles de Snail2 pour réguler le développement des crêtes neurales. Cette étude 

suggère qu’EZH2 contrôle la migration des crêtes neurales (Tien et al., 2015).  

!

 

L’ensemble de ces résultats montre que EZH2 est impliquée dans le 

développement embryonnaire. D’autres études ont montré cette méthyltransférase est 

également impliquée dans des processus cancéreux. En effet, une étude menée dans 

les cellules tumorales humaines a été montré qu’en plus de son activité épigénétique, 

EZH2 pourrait avoir plusieurs cibles autres que l’histone H3, comme c’est cas du facteur 

de transcription STAT3. EZH2 se lie et méthyle STAT3, ce qui conduit à l’activation de ce 

facteur de transcription. Ceci favorise l’autorenouvellement des cellules souches de 

glioblastomes (Kim et al., 2013). Je détaillerai cette interaction dans le chapitre suivant. 

!
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Figure 30 – Schéma simplifié de la voie de signalisation de JAK/STAT. STAT est recrutée 

à la membrane par les JAK kinases au niveau du récepteur membranaire de la cellule pour être 

phosphorylée sur la tyrosine. Une fois phosphorylée, elle va former un dimère avec une autre 

protéine STAT. Ce dimère se transloque dans le noyau et contacte l’ADN sur des sites spécifiques 

pour réguler la transcription des gènes cibles. (P : phosphorylation)   (D'après Harrison, 2012) 

 

 

 

Figure 31 – Schéma simplifié des protéines de la famille STAT. Les sept membres de la 

famille STAT présentent des similitudes dans leurs structures protéiques. Le domaine amino-

terminal permet l’interaction entre les deux dimères de STAT pour former un tétramère. Le 

domaine « coiled-coil » est nécessaire aux interactions protéiques. Le domaine de liaison à l’ADN 

se fixe directement sur les promoteurs de gènes au niveau des sites de fixation de STAT. Le 

domaine SH2 est nécessaire à la dimérisation de la protéine et est requis pour établir les 

interactions protéine-protéine. Cette dimérisation permet la liaison des STATs à l’ADN. Le domaine 

de transactivation est impliqué dans l’activation transcriptionnelle des gènes cibles des STATs. Les 

sites de phosphorylation sur le résidu tyrosine (Y) représentés en dessous de chaque protéine. Le 

site de phosphorylation sur un résidu sérine est localisé dans la partie carboxy-terminale. Cette 

phosphorylation améliore l’activité transcritpionnelle des protéines STATs. (Y : tyrosine).  

(D'après Miklossy et al., 2013) 
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 1. La famille STAT (Signal Transducer and Activator of 

Transcription) 

La famille des protéines STAT a été découverte dans les années 1990s. A cette 

époque, il avait été montré que des peptides spécifiques, notamment les interférons 

(IFN), étaient capables de se fixer à leurs récepteurs présents à la surface de la cellule 

pour entraîner la transcription d’un groupe de gènes. Les protéines de cette famille STAT 

ont été retrouvées chez plusieurs espèces dont la drosophile, le poisson-zèbre ou encore 

le xénope. Les gènes de la famille STAT codent pour des facteurs de transcription 

présents dans le cytoplasme en condition basale et qui sont activés transitoirement par 

des signaux extracellulaires, notamment par les récepteurs aux cytokines, aux hormones 

ou aux facteurs de croissance. 

Dans les cellules, un récepteur localisé dans la membrane plasmique est stimulé 

suite à l’arrivée d’une cytokine. Ensuite, les tyrosine-kinases JAK (Janus kinases) en 

s’associant avec la sous-unité gp130 (signal transducer glycoprotein 130), s’activent par 

transphosphorylation. Une fois activées, les JAK kinases phosphorylent le récepteur dans 

sa région intra-cytoplasmique sur des résidus tyrosines. Le récepteur phosphorylé recrute 

alors les STAT qui sont à leur tour phosphorylées sur le résidu tyrosine par les JAK. Les STAT 

phosphorylées forment des homo ou hétérodimères et sont transloquées vers le noyau 

pour réguler l’expression de leurs gènes cibles (figure 30) (Harrison, 2012). 

Les STATs ont une structure modulaire comprenant des domaines fonctionnels très 

conservés entre les protéines de cette famille. Ces domaines fonctionnels 

comprennent : i) un domaine amino-terminal (N-term), ii) un domaine coiled-coil, iii) un 

domaine de liaison à l’ADN, iv) un domaine linker, v) un domaine SH2 (Src Homology 2) 

et un domaine de transactivation (TAD) (figure 31) (Miklossy et al., 2013). 

!

!

!
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 2. Implication des STATs au cours du développement 

embryonnaire  

La famille des gènes Stats comprend 7 membres chez les mammifères : STAT1, 

STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B et STAT6. Chez le xénope, on retrouve trois 

homologues de ces gènes Stats: stat1, stat3 et stat5 (Nishinakamura et al., 1999; Pascal 

et al., 2001; Turpen et al., 2001). Au cours du développement embryonnaire de 

l’amphibien, la fonction respective de ces gènes n’a pas été entièrement élucidée.  

 

2.1. STAT1 

La protéine STAT1 peut être activé par les tyrosines kinases, par des cytokines (IFN), 

par des récepteurs à tyrosine kinases (par exemple par EGF (Epidermal Growth Factor) 

ou FGF) ou par des protéines G (MIP-1 ou RANTES). Cette protéine peut être 

phosphorylée sur la tyrosine 701 et sur la sérine 727. Une fois activée, cette protéine 

régule la transcription de plusieurs gènes, y compris de Stat1 lui-même. STAT1 régule 

l’expression de gènes impliqués dans la survie cellulaire ou dans la réponse des agents 

pathogènes. Les souris déficientes pour Stat1 (Stat1-/-) ne présentent pas d’anomalies 

physique particulières, en revanche elles sont très sensibles aux infections par des agents 

pathogènes microbiens et des virus (Meraz et al., 1996).  

Au cours du développement embryonnaire de l’amphibien, XStat1 est détecté de 

manière très abondante dès le stade ovocyte jusqu’à la transition blastuléenne, tandis 

qu’à partir du stade neurula, les niveaux d’ARN de XStat1 semblent être plus faibles. Ces 

résultats ont été obtenus par des expériences de RT-PCR, sans qu’une quantification des 

transcrits de XStat1 soit possible. Au cours de la neurulation et du stage bourgeon 

caudal, XStat1 est détecté, par hybridation in situ, dans la région dorso-antérieure de 

l’embryon. En ce qui concerne la protéine, elle est traduite dès le début du 

développement et au cours de la segmentation. Chez l’amphibien, cette protéine est 

phosphorylée sur la tyrosine 701 au cours de la segmentation, suggérant ainsi qu’elle 

serait activée pendant cette fenêtre de temps (Turpen et al., 2001).  
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2.2. STAT5 

La protéine STAT5 peut être activé par les tyrosines kinases (HTVL-1), par des 

cytokines (par exemple par des hormones de croissance ou IL-2) ou par des récepteurs 

à tyrosine kinases (par exemple par EGF ou PDGF). STAT5 peut être phosphorylée sur la 

tyrosine 699 et sur deux résidus sérine : S128 et S193. Chez les embryons de souris, il a été 

montré que STAT5b est essentielle à la croissance post-natale. Les souris déficientes pour 

Stat5b (Stat5-/-) ont des problèmes de développement des organes sexuels du mâle. 

Ceci pourrait s’expliquer par le fait que ce facteur de transcription est connu pour être 

activé en réponse à l’hormone de croissance dans les cellules de Leydig. De plus, ces 

souris présentent des problèmes de nanisme (Kanzaki and Morris, 1998). En ce qui 

concerne Stat5a, la déplétion de ce gène conduit à un mauvais fonctionnement 

mammaire (Liu et al., 1997).  

Au cours du développement embryonnaire du xénope, XStat5 présente une 

expression maternelle et zygotique. Au stade gastrula, cet ARN est distribué de manière 

ubiquitaire, alors qu’à partir du stage neurula, il se concentre dans la région antérieure 

de la future plaque neurale. Au stade bourgeon caudal, il est fortement détecté au 

niveau des yeux et de la glande adhésive, et à des doses plus faibles dans les structures 

dorsales de l’embryon comme les somites, la notochorde et le tube neural. Au niveau 

ventral, XStat5 est également présent, notamment au niveau du VBI (Ventral Blood 

Island), la région où se développent les érythrocytes (Pascal et al., 2001). Chez 

l’amphibien, il a été montré que la dérégulation de cette protéine induit des défauts 

tardifs lors de l’érythropoïèse. En effet, XStat5 fonctionne comme un répresseur au cours 

de l’érythropoïèse primitive, pour permettre le développement des cellules érythroïdes. 

Pendant cette période, XStat5 antagonise les gènes qui inhibent le développement de 

ces cellules. Ensuite, pendant les étapes tardives de l’érythropoïèse, XStat5 agit comme 

un activateur pour réguler la prolifération et la survie des érythrocytes définitifs (Schmerer 

et al., 2006).  

!
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Figure 32 – Profil d’expression spatio-temporel de STAT3 et de STAT3 (Y705) 

dans les embryons préimplantatoires de souris. Des expériences 

d’immunodétection dans les embryons de souris ont été réalisées du stade ovocyte 

jusqu’au stade blastocyste. La protéine STAT3 est présente dès le stade ovocyte. Sa 

forme activée sur la tyrosine 705 n’est détectée qu’à partir du stade 8 cellules. Oct4 est 

un gène cible de STAT3. Cette protéine est detectée dans le cytoplasme de l’ovocyte. 

Elle est observée dans les noyaux de l’embryon à nouveau à partir du stade 8 cellules. 

(D'après Do et al., 2013) 
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2.3. STAT3 

Le rôle de STAT3 lors de l’embryogenèse précoce commence à être élucidé. La 

plupart des travaux se sont focalisés sur la fonction de Stat3 principalement au cours du 

développement de la souris.  

!

2.3.1. STAT3 au cours du développement embryonnaire de la souris 

Chez la souris, l’ARN de Stat3 est présent maternellement et est exprimé de 

manière ubiquitaire dans l’embryon ainsi que dans les tissus extraembryonnaires aux 

premiers stades de développement (Duncan et al., 1997). Dans les stades plus tardifs, 

Stat3 est détecté dans tous les tissus comme la peau, le thymus et le système nerveux 

(Levy and Lee, 2002). La protéine STAT3 est présente dès le stade ovocyte dans le 

cytoplasme. Après la mise en place de la transcription zygotique cette protéine est 

localisée également dans le noyau. La forme activée de STAT3, STAT3-Y705, n’est 

détectée qu’à partir la transition blastuléenne (figure 32), suggérant ainsi STAT3 pourrait 

éventuellement jouer un rôle dès le début du développement précoce (Do et al., 2013). 

En effet, la déplétion du gène Stat3 est létale pour l’embryon, juste après l’implantation 

du blastocyste. Les embryons meurent au stade E7.0 avec des défauts de gastrulation, 

notamment à cause de leur incapacité à former du mésoderme entre l’ectoderme et 

l’endoderme (Takeda et al., 1997). Une étude plus récente a montré que STAT3 régule 

directement l’expression d’Oct4 et Nanog pour maintenir la pluripotence des cellules 

souches embryonnaires. Ainsi, STAT3 est impliquée dans le maintien de la pluripotence 

de ces cellules (Do et al., 2013).  

!

2.3.2.  STAT3 au cours du développement embryonnaire de 

l’amphibien 

Chez le xénope, il a été montré par RT-PCR quantitative que l’ARNm de XStat3 est 

exclusivement présent dans l’hémisphère animal de l’embryon du stade 4 au stade 6 

(Flachsova et al., 2013). Les travaux de Nishinakamura ont montré qu’au stade gastrula, 

cet ARNm est détecté, par hybridation in situ, principalement dans le neuroectoderme 

présomptif. En ce qui concerne la protéine STAT3, elle est présente dès le stade 1 
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Figure 33 – Schéma simplifié des résultats obtenus durant les études de 

Nishinakamura et d’Ohkawara. (A-B’) en violet : blastomères injectés avec les 

constructions indiquées. (A gauche) Dans l’étude de Nishinakamura, (A) l’activation de 

STAT3, induite par l’injection d’une forme activée du récepteur gp130 (GM-CSF) dans les 

blastomères dorsaux, induit une forte ventralisation des embryons. (A’) La conversion de 

STAT3 d’un activateur en un répresseur induite par l’injection de l’ARNm Stat3-EnR dans 

les blastomères ventraux, induit la formation d’un double axe (II) (A droite) Dans l’étude 

d’Ohkawara, (B) la perte de fonction de STAT3, induite par l’injection d’un morpholino 

spécifique de STAT3 dans les blastomères dorsaux, induit des problèmes de gastrulation 

et un axe antéro-postérieur raccourci. (B’) L’injection d’une forme constitutivement 

active de STAT3 dans les blastomères ventraux induit l’expression des gènes du 

mésoderme. 

(D’après Nishinakamura et al., 1999 et Ohkawara et al., 2004) 
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(ovocyte) jusqu’au stade 42 (stade larvaire), suggérant une contribution maternelle et 

zygotique (Nishinakamura et al., 1999). Une autre étude qui porte sur le rôle de STAT3 au 

cours de la mise en place des crêtes neurales, a montré, par immunodétection, que 

STAT3-Y705 est présente au niveau de l’ectoderme à la fin de la gastrulation et au cours 

de la neurulation chez le xénope. Cette étude s’est focalisée essentiellement sur le rôle 

de STAT3 dans la mise en place des crêtes neurales. Pour cette raison, les auteurs n’ont 

pas détaillé si STAT3-Y705 est présente également dans les deux autres feuillets 

embryonnaires (Nichane et al., 2010). 

Toutes ces données montrent que STAT3 est exprimée et potentiellement active lors 

du développement précoce, mais sa cinétique d’expression et d’activité au cours du 

développement n’a pas été analysée en détail chez l’amphibien. Deux autres études 

ont analysé en partie les conséquences de la dérégulation de STAT3 au cours du 

développement embryonnaire.  

D’abord, les travaux de Nishinakamura portent sur l’étude du rôle des récepteurs 

Cytokines dans la régionalisation de l’axe dorso-ventral. Ils ont montré que l’injection 

d’une forme activée du récepteur activateur gp130 au stade 4 cellules dans les 

blastomères dorsaux, induit une forte ventralisation des embryons (figure 33A) et inhibe 

l’expression des marqueurs du mésoderme comme Xnot et MyoD. Par des essais 

luciférase, les auteurs ont montré que XSTAT3 est activée transcriptionnellement suite à la 

stimulation de gp130. L’injection d’une forme dominante négative de STAT3 (STAT3-EnR, 

où la région responsable des propriétés activatrices de la transcription a été remplacée 

par un domaine répresseur Engrailed) dans la partie ventrale de l’embryon induit la 

formation d’un axe embryonnaire surnuméraire (Figure 33A’). Ainsi, lorsque Stat3 est 

converti en un répresseur, les tissus injectés sont dorsalisés. L’ensemble de ces résultats 

suggère que STAT3 aurait une activité ventralisatrice. Comme j’ai décrit précédemment 

dans le premier chapitre, l’injection d’une forme dominante négative de BMP-4 induit la 

formation d’un double axe (Suzuki et al., 1994). Les auteurs ont montré que l’activation 

de gp130, et par conséquent de XSTAT3, n’a pas restauré ce phénotype. Ceci suggère 

que l’activité ventralisante de STAT3 est indépendante de la voie BMP. Les auteurs ont 

montré que la Xwnt8 n’active pas XSTAT3. Ils ont ainsi proposé que proposé que la voie 

gp130/Xstat3 est indépendante de la signalisation Wnt. En revanche, ils ont suggéré que 

Xstat3 aurait un lien avec le facteur transducteur de signal Smad2. La surexpression 

ectopique de Smad2 induit la formation d’un axe surnuméraire, et ce phénotype est 

restauré par la co-injection avec les récepteurs de cytokines, ce qui suggère que 

l’activité dorsalisante de Smad2 est inhibée par l’activation de ces récepteurs et donc 
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l’activation de Xstat3. Les auteurs ont ainsi proposé que Xstat3 régule l’inhibition de la 

voie Smad2, et ceci pourrait expliquer les propriétés ventralisatrices de Xstat3. Les 

travaux de Nishinakamura ont ainsi proposé que l’activité ventralisatrice de Stat3 est 

indépendante de la voie BMP et que Stat3 fonctionne en inhibant notamment Smad2 

(Nishinakamura et al., 1999).  

D’autres travaux ont étudié l’implication de la voie STAT3 dans l’induction du 

mésoderme. D’abord, les travaux de Ohkawara ont montré que l’inhibition de NLK 

(Nemo-like kinase, qui inhibe la voie de signalisation Wnt) conduit à la formation 

d’embryons avec une gastrulation incomplète et un axe antéro-postérieur raccourci. Ils 

ont également montré que NLK interagit avec STAT3 et phosphoryle directement son 

résidu sérine localisé dans la partie carboxy-terminale. Ensuite, ils ont étudié le rôle de 

STAT3 dans l’induction du mésoderme. L’injection d’un morpholino spécifique de Xstat3 

dans la région dorsale de l’embryon induit un phénotype similaire à celui obtenu lors de 

l’inhibition de NLK (gastrulation incomplète et axe antéro-postérieur raccourci) (figure 

33B). L’expression des marqueurs mésodermiques Xbra, α-actin et Xnot au niveau de la 

zone marginale dorsale est également inhibée. Les auteurs ont également utilisé trois 

formes dominantes négatives de STAT3 – les mutants simples STAT3-YF, STAT3-SA ou le 

double mutant STAT3-YFSA (dans ces mutants les acides aminés Y et S ont été remplacés 

par des acides aminés non phosphorylables). Ils ont montré que l’injection de ces formes 

induit la diminution de l’expression de Xbra. A l’inverse, l’utilisation d’un mutant 

constitutivement actif de STAT3, STAT3-CTC-SE (qui mime la dimérisation et la 

phosphorylation de STAT3) induit l’expression de Xbra (figure 33B’). Ces résultats 

suggèrent ainsi que la dimérisation et la phosphorylation de STAT3 sont requises pour 

l’induction du mésoderme et que STAT3 pourrait être importante pour la mise en place 

des feuillets embryonnaires primordiaux (Ohkawara et al., 2004).  

Ces deux études réalisées avec les embryons de xénope, montrent que le maintien 

d’une protéine STAT3 fonctionnelle serait fondamental pour l’établissement du 

mésoderme et la mise en place de l’axe dorso-ventral.  

!

!
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Figure 34 – Représentation des modifications post-traductionnelles de STAT3. 

Le facteur de transcription STAT3 est méthylé sur les résidus lysine 49, 87, 140 et 180 (bleu). 

Il est acétylé sur les résidus lysine 49, 87 et 685 (rose).  Enfin, STAT3 est phosphorylée le 

domaine de transactivation (Transact.) sur ses résidus tyrosine 705 et sérine 727.  
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2.3.3.  La régulation de Stat3 

! La protéine STAT3 est régulée par de nombreuses modifications post-

traductionnelles comme la phosphorylation, l’acétylation ou la méthylation (figure 34) 

permettant soit son activation soit son inhibition.  

!

2.3.3.1. La phosphorylation de STAT3 

Comme j’ai décrit précédemment, STAT3 peut être phosphorylée sur les résidus 

tyrosine 705 (Y705) et sérine 727 (S727).  

La phosphorylation sur Y705 est un prérequis pour son activation. En effet, il a été 

montré que cette phosphorylation est nécessaire pour la dimérisation de STAT3, pour son 

entrée dans le noyau et pour l’activation de ses gènes cibles. STAT3 peut être 

phosphorylée sur cette tyrosine en réponse à une stimulation par des récepteurs ayant 

activité tyrosine kinase (comme EGF ou PDGF (Platelet Derived Growth Factor) ou par 

Src ou JAK) (Dimri et al., 2017).  

Outre la phosphorylation du résidu Y705, STAT3 subit également la phosphorylation 

sur le résidu S727 (S728 chez le xénope). Cette sérine peut être phosphorylée par des 

nombreuses kinases telles que MAPK (Mitogen Associated Protein Kinase), CDK5 (cyclin-

dependent-like kinase 5), ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) ou encore 

JNK (c-Jun N-terminal kinases) (Dimri et al., 2017). Il a été montré que cette 

phosphorylation serait requise pour une activité transcriptionnelle maximale de STAT3 

(Wen Z and Darnell JE Jr, 1997).!!!

!

2.3.3.2. L’acétylation de STAT3 

Des études ont montré que STAT3 interagit avec l’histone acétyltransférase p300/ 

CREB-binding protein (CBP). Il a été montré dans des cellules humaines que p300 est 

requise pour l’activation des gènes cibles de STAT3. L’acétylation sur le résidu K685, 

localisé entre le domaine SH2 et le domaine de transactivation de STAT3, est nécessaire 

à la dimérisation de STAT3 et par conséquent à sa liaison à l’ADN (Yuan, 2005). Le co-

activateur p300 peut également acétyler les résidus K49 et K87 localisés dans la partie 

amino-terminale de STAT3. Cette acétylation est requise pour maintenir une interaction 
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Figure 35 – STAT3 est méthylée par EZH2 et SET9 sur les résidus lysine. (A gauche) Le facteur 

de transcription STAT3 peut être méthylé par EZH2 sur le résidu lysine 180 (cercle bleu). Pour ce faire, 

EZH2 doit être préalablement phosphorylé sur le résidu sérine 21 par AKT. Cette méthylation de STAT3 

participe à la phosphorylation de STAT3 sur le résidu tyrosine 705 (cercle rouge). EZH2 peut également 

méthyler STAT3 sur le résidu K49 (cercle marron). Cette méthylation a probablement lieu dans le noyau 

car les auteurs ont montré que la mutation de ce résidu ne change pas la liaison de STAT3 au 

promoteur de son gène cible SOCS3. (A droite) STAT3 peut être méthylé par la méthyltransférase SET9 

sur le résidu K140 (cercle orange). Cette méthylation a lieu dans le noyau. (Cyto. : cytokines ; P : 

phosphorylation).            (D'après Dasgupta et al., 2015; Kim et al., 2013 et Yang et al., 2010) 

 

Mutants de STAT3 K140R K49R K180R 

Auteurs  Yang et al. 2010 Dasgupta et al. 2015 Kim et al. 2013 

Méthyltransférase SET9 EZH2 EZH2 

Phosphorylation Y705 ! N.D. " 

Expression des gènes cibles ! " 
" 

Interaction avec EZH2 N.D. " 
" 

Activité transcriptionnelle de STAT3 N.D. N.D. 
" 

Table 2 – Les conséquences des mutants ponctuels non méthylables de STAT3. Les 

mutations ponctuelles de STAT3 sur les résidus lysine 140, 49 et 180 rendent cette protéine non 

méthylable sur ces résidus. Le résidu K140 est méthylé par SET9. La surexpression de STAT3-K140R 

provoque l’augmentation la phosphorylation sur la tyrosine 705 (Y705) et de l’expression des gènes 

cibles de STAT3. Ainsi, la méthylation sur le résidu K140 régule négativement l’activité de STAT3. Les 

résidus K49 et K180 sont méthylés par EZH2. Le mutant STAT3-K49R provoque la diminution de 

l’expression des gènes cibles et interagit moins avec EZH2. Des résultats similaires ont été observés pour 

le mutant STAT3-K180R. De plus, pour ce mutant, il a été montré que la phosphorylation sur Y705 et 

l’activité transcriptionnelle de STAT3 diminuent. Ainsi, la méthylation sur les résidus K49 et K180 régule 

positivement l’activité de STAT3. (N.D : non déterminé ; !: augmente ; ": diminue). 
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stable entre STAT3 et p300 et est essentielle pour l’activité transcriptionnelle de STAT3 

(Ray et al., 2005).  

!

2.3.3.3. La méthylation de STAT3 

STAT3 peut être méthylée sur plusieurs résidus lysines (K), par deux 

méthyltransférases différentes, par SET9 sur la lysine 140 et par EZH2 sur les lysines 180 et 

49. Selon le résidu lysine méthylé, STAT3 peut activer ou inhiber la transcription de ses 

gènes cibles (figure 35).  

L’équipe de G. Stark a montré que SET9 diméthyle STAT3 sur son résidu K140 en 

réponse à l’IL-6 et que la H3K4 déméthylase LSD1 (Lysine-Specific Demethylase) est 

responsable de sa déméthylation dans la lignée humaine A4 dérivée de cellules du 

cancer du côlon. Lorsque le résidu K140 est rendu non méthylable (par les mutations 

ponctuelles K140R ou K140A), la phosphorylation de STAT3 sur le résidu Y705 augmente. 

De plus, l’expression de certains gènes cibles de STAT3, comme Socs-3 (Supressor of 

cytokine-signaling 3) par exemple, augmente également. Ceci suggère que la 

méthylation de STAT3 sur ce résidu conduit à une régulation négative de l’activité de 

STAT3. Cette modification transcriptionnelle a lieu dans le noyau, lorsque STAT3 est déjà 

fixé sur le promoteur de ses gènes cibles (Table 2). Lors de cette étude, ils ont également 

montré STAT3 est méthylée après la phosphorylation du résidu Y705. De plus, les auteurs 

ont proposé que la liaison à l’ADN et la phosphorylation du résidu S727 sont deux 

évènements indispensables à la méthylation du résidu K140 (Yang et al., 2010).  

En plus de l’acétylation du site K49, l’équipe de G. Stark a montré que ce résidu 

pouvait également être diméthylé par la méthyltransférase EZH2 en réponse à l’IL-6, 

dans la lignée cellulaire humaine A4. Ils ont montré que la phosphorylation de STAT3 sur 

Y705 est requise pour cette diméthylation et qu’EZH2 se lie préférentiellement à STAT3 

phosphorylée sur la tyrosine 705. Cette diméthylation du résidu K49 est nécessaire à 

l’expression des gènes cibles de STAT3 comme Serpina, Bcl3 et Socs-3, car quand ce site 

est muté (K49R ou K49A), l’expression de ces gènes est diminuée (Table 2) (Dasgupta et 

al., 2015). 

La fonction de la méthylation des résidus lysine de STAT3 a également été étudiée 

dans les cellules souches cancéreuses humaines de glioblastome (GSCs). Tout d’abord, 

l’équipe de J. Lee a montré que STAT3 interagit avec les membres du complexe PRC2, 
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Figure 36 – Représentation schématique des deux fonctions d’EZH2 dans les GSCs. 

Dans les cellules souches de glioblastome (GSCs) la méthyltransférase EZH2 présente deux rôles 

différents : elle peut avoir une activité épigénétique et triméthyler les histones ou elle peut 

méthyler le facteur de transcription de STAT3. (Me : méthylation ; S21 : sérine 21) 

(D’après Kim et al., 2013) 

 

 

Table 3 – Les conséquences des mutants ponctuels d’EZH2 sur le résidu sérine 21. Le 

résidu S21 d’EZH2 est phosphorylé par AKT. La forme non phosphorylable d’EZH2 (EZH2-S21A) se 

comporte comme un mutant perte de fonction vis à vis de l’activité de STAT3, alors que le 

mutant EZH2-S21D est une forme constitutivement active. (N.D : non déterminé ; !: 

augmente ; ": diminue). 

Mutants d’EZH2 S21A S21D 

Fonction Perte de fonction Gain de fonction 

Phosphorylation S21 " ! 

Méthylation sur H3K27me3 ! N.D. 

Méthylation de STAT3 sur les résidus K " ! 

Phosphorylation de STAT3 sur Y705 " N.D. 

Interaction avec EZH2 " N.D. 

Activité transcriptionnelle de STAT3 " ! 

Expression des gènes cibles de STAT3 " ! 
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comme EED, SUZ12 et EZH2. De plus, dans les GSCs, EZH2 régule positivement l’activité 

de STAT3 et triméthyle cette protéine sur le résidu K180. Afin d’étudier le rôle de cette 

méthylation, cette équipe a généré un mutant ponctuel de ce résidu, K180R, dans 

lequel la méthylation ne peut pas avoir lieu. Lorsque STAT3 n’est pas méthylée sur ce 

résidu, plusieurs événements sont affectés. D’abord on observe une diminution de 

l’interaction entre STAT3 et EZH2. L’activité transcriptionnelle de STAT3 et l’expression des 

gènes cibles de STAT3, Socs-3 et c-Myc est inhibée. De plus, la phosphorylation sur la 

tyrosine 705 et la transcription de Sox2 et Nanog, normalement induite par la 

signalisation STAT3, sont également diminuées (Table 2). Ainsi, EZH2 méthyle STAT3 sur le 

résidu K180 et cet évènement est requis pour l’activation de ce facteur de transcription 

(Kim et al., 2013). Une autre étude menée dans des cellules humaines de glande 

mammaire a montré qu’AKT phosphoryle la protéine EZH2 sur le résidu Sérine 21 (S21). 

Dans cette étude, les auteurs ont également montré que cette phosphorylation 

entraîne une diminution de la triméthylation de l’histone H3K27 et mène à la 

dérépression de certains gènes (Cha et al., 2005). Afin de comprendre comment EZH2 

pourrait réguler positivement l’activité de STAT3, l’équipe de J. Lee a étudié les 

conséquences de l’inhibition d’AKT. Dans les GSCs, l’inhibition spécifique d’AKT par la 

perifosine conduit à la diminution de la phosphorylation de EZH2 sur le résidu S21, et à 

une diminution de la méthylation de STAT3 sur les résidus lysine et de la phosphorylation 

de STAT3 sur Y705. L’interaction entre STAT3 et EZH2 diminue également. En revanche, les 

niveaux de H3K27me3 augmentent. De plus, l’équipe a également étudié en détail le 

rôle de la phosphorylation d’EZH2 sur S21, en utilisant deux mutants ponctuels : S21A et 

S21D, permettant d’exprimer soit une forme non phosphorylable, soit une forme mimant 

une phosphorylation constitutive, respectivement (Table 3). Lorsque EZH2 n’est pas 

phosphorylée sur le résidu S21, l’interaction entre STAT3 et EZH2 est perdue et la 

méthylation, l’activité transcriptionnelle et l’expression des gènes cibles de STAT3 sont 

diminuées. En revanche, elles sont augmentées lorsque la phosphorylation sur S21 est 

constitutivement mimée. Ainsi, ces résultats montrent que AKT régule la signalisation de 

STAT3 via la phosphorylation d’EZH2 sur S21. Ceci entraîne la méthylation de STAT3 et son 

activation. Cette équipe a ainsi montré que la protéine EZH2 a deux rôles différents : elle 

peut triméthyler l’H3K27, ce qui entraîne la répression de certains gènes, ou alors EZH2 

peut triméthyler et activer le facteur de transcription STAT3 (figure 36). Ils ont aussi montré 

que la phosphorylation du résidu S21 d’EZH2 est spécifiquement requise pour triméthyler 

uniquement le facteur de transcription STAT3 (Kim et al., 2013).   
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La formation des trois feuillets embryonnaires primordiaux (ectoderme, mésoderme 

et endoderme) et leur régionalisation selon les axes (dorso-ventral et antéropostérieur) 

sont des étapes décisives au cours du développement. Comme je vous ai décrit 

précédemment, ces processus exigent un contrôle strict de l’expression génique et de 

différentes voies de signalisation.  

 Notre équipe s’intéresse aux mécanismes cellulaires et moléculaires qui président 

à l’induction et l’établissement de ces axes et feuillets dans l’embryon de Xenopus 

laevis. Dans ce contexte, nous étudions l’implication de certains gènes homologues de 

ceux localisés dans la région DSCR, dont Xdscr6. En 2013, l’équipe a publié un article 

dans lequel ils ont montré que XDSCR6 est capable de modifier la nature des tissus 

embryonnaires ventraux en les induisant en tissu mésodermique dorsal et tissu neural. De 

plus, la surexpression de Xdscr6, dans la région ventrale de l’embryon conduit à la 

formation d’un axe surnuméraire. Cette activité dorsalisante de XDSCR6 repose sur sa 

capacité à interagir avec des protéines de la famille polycomb comme XEZH2 et XBMI1 

via le motif WRPW. XDSCR6 est capable de les décrocher de la chromatine, empêchant 

ainsi leur activité répressive sur la transcription de certains gènes du mésoderme dorsal 

(Li et al., 2013). 

 EZH2 est une méthyltransferase qui appartient à la famille Polycomb. Dans les 

cellules cancéreuses humaines, il a été montré que cette protéine possède deux rôles 

différents : elle peut soit engendrer une répression transcriptionnelle via la triméthylation 

de H3K27, soit triméthyler le facteur de transcription STAT3 pour induire son activation 

(Dasgupta et al., 2015; Kim et al., 2013). Chez l’amphibien, l’existence de ce complexe 

EZH2-STAT3 n’a jamais été étudiée. De plus, le rôle de l’activation de STAT3 au cours du 

développement embryonnaire précoce est peu décrit. Comme nous avons vu dans le 

chapitre E, à l’instar de la surexpression dans la région ventrale de Xdscr6, l’injection 

d’une forme mutante de XSTAT3, XSTAT3-EnR, dans laquelle Stat3 est converti en un 

répresseur, conduit à la formation d’un axe surnuméraire. A l’inverse, l’activation de 

XSTAT3 via l’activation du récepteur gp130 dans la région dorsale induit des défauts 

antérieurs (Nishinakamura et al., 1999). Un phénotype similaire a été observé lors de 

l’injection du morpholino ciblant Xdscr6 (Li et al., 2013).  
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Lors de mon arrivée, des résultats préliminaires de GST-Pull Down suggéraient une 

interaction biochimique entre XSTAT3 et XDSCR6. 

Compte tenu de toutes ces observations, DSCR6 pourrait donc être un modulateur 

transcriptionnel situé à l’interface entre des modificateurs chromatiniens comme EZH2 et 

des facteurs de transcription comme STAT3, deux des acteurs majeurs au cours du 

développement embryonnaire. Ainsi, mon projet de thèse a consisté à étudier les 

interactions biochimiques et fonctionnelles entre XDSCR6 et ses partenaires au cours de 

la mise en place des axes embryonnaires de l’amphibien Xenopus laevis.  

!

Objectif! n°1!:! Confirmer! l’interaction! physique! entre! XDSCR6! et! XSTAT3! au! cours! du!

développement!embryonnaire!de!l’amphibien!

Comme décrit ci-dessus, STAT3 et DSCR6 sont impliquées dans les évènements 

précoces de mise en place des axes embryonnaires chez l’amphibien. De plus, des 

données préliminaires de l’équipe suggéraient que XDSCR6 pourrait interagir avec 

XSTAT3. Mon premier objectif était donc de confirmer si ces deux protéines pouvaient 

former un complexe chez l’amphibien, surtout au cours des étapes clés de la mise en 

place des axes embryonnaires. J’ai également cartographié le domaine de XSTAT3 qui 

permet l’interaction avec XDSCR6. 

!

Objectif!n°2!:!Etude!des!interactions!fonctionnelles!entre!XSTAT3!et!XDSCR6!

Les données de la littérature montrent que la protéine XSTAT3 est présente dès 

l’ovogenèse et pendant tout le développement embryonnaire précoce chez le xénope 

(Nishinakamura et al., 1999). Il a également été montré que l’ARNm XStat3 est enrichi au 

niveau de la calotte animale (Flachsova et al., 2013). Cependant, jusqu’à présent, le 

profil détaillé de la protéine XSTAT3 et de sa forme activée (XSTAT3-Y705) a été peu 

étudié chez l’amphibien.  

Dans un premier temps, j’ai étudié le profil d’expression spatio-temporel endogène 

de XSTAT3 et de sa forme phosphorylée sur la tyrosine 705 (XSTAT3-Y705) à différents 

temps du développement embryonnaire. J’ai également analysé l’activité 

transcriptionnelle endogène de XSTAT3. L’ensemble des résultats obtenus m’a permis de 

détailler l’activité de XSTAT3 au cours du développement embryonnaire précoce.  
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Des résultats publiés par d’autres équipes ont montré que la surexpression d’une 

forme activée du récepteur activateur gp130, conduit à la formation d’embryons avec 

des défauts antérieurs. A l’inverse, la surexpression ventrale de Stat3-EnR, induit la 

formation d’un axe embryonnaire surnuméraire (Nishinakamura et al., 1999).  

Afin de clarifier l’implication de STAT3 au cours du développement précoce chez 

l’amphibien, j’ai voulu d’abord étudier les conséquences phénotypiques et moléculaires 

de l’activation spécifique de XSTAT3 dans l’embryon. Pour cela, j’ai utilisé une forme 

constitutivement active de STAT3, XStat3C, qui mime la dimérisation, la phosphorylation 

sur les résidus Y705 et S727 et, par conséquent, l’activation de XSTAT3. Ensuite, j’ai co-

exprimé cette construction de Xstat3C avec l’ARNm codant pour Xdscr6 afin de 

déterminer si XDSCR6 et XSTAT3 pouvaient avoir des activités antagonistes ou 

synergiques au cours de la mise en place des axes embryonnaires.  

Par la suite je me suis intéressée à étudier l’influence de XDSCR6 sur activité XSTAT3, 

afin de vérifier si XDSCR6 serait capable éventuellement de moduler cette activité, et si 

oui, quels étaient les mécanismes moléculaires mis en jeu. Les résultats obtenus dans 

cette partie ont permis de montrer un mécanisme innovateur dans lequel XDSCR6 

régulerait négativement l’activité de XSTAT3 en interférant avec sa méthylation sur les 

résidus lysines. 

!

Objectif!n°3!:!Etude!de!la!contribution!de!la!méthyltransférase!XEZH2!dans!le!mécanisme!

de!régulation!de!XDSCR6!sur!l’activité!de!XSTAT3!

Comme j’ai décrit précédemment, il a été montré, dans plusieurs lignées cellulaires 

humaines, que STAT3 peut être méthylée par EZH2. Compte tenu de ces données, j’ai 

cherché à établir si l’action de DSCR6 sur la méthylation de STAT3 requiert l’activité 

d’EZH2. Dans un premier temps, j’ai étudié la contribution de cette méthyltransférase 

dans la mise en place des axes embryonnaires. Ensuite, j’ai étudié les éventuelles 

interactions physiques et fonctionnelles entre STAT3 et EZH2, afin de vérifier si EZH2 peut 

également moduler méthylation de STAT3 dans l’embryon de xénope.  

L’ensemble de mes résultats a permis de montrer que XDSCR6 joue un rôle de 

modulateur négatif de l’activité du facteur de transcription XStat3 et le modificateur 

chromatinien XEzh2 au cours du développement embryonnaire. Nous avons ainsi 

caractérisé les régulations de XDSCR6 et XEZH2 sur l’activité de XSTAT3 lors de la mise en 

place des axes embryonnaires de Xenopus laevis.  
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Au cours de mon doctorat je me suis intéressée à étudier la fonction de XDSCR6 et 

de ses partenaires pendant le développement embryonnaire précoce de l’amphibien 

Xenopus laevis. Dans cette partie, je ferai un résumé des résultats obtenus. Ils seront 

détaillés dans l’article en préparation qui sera soumis très prochainement.   

 

 

Le rôle de XDSCR6 et de ses partenaires au cours du développement embryonnaire 

précoce de l’amphibien Xenopus laevis 

L’étude des différents stades du développement et en particulier la formation des 

principaux feuillets (ectoderme, mésoderme, endoderme) et axes (antéro-postérieur et 

dorso-ventral) est fondamentale pour comprendre comment un nouvel individu se 

forme à partir d’une seule cellule. La formation d’un embryon demande un contrôle 

génétique strict et bien précis de plusieurs voies de signalisation. La régulation anormale 

des gènes impliqués dans ces processus peut conduire à des malformations 

embryonnaires. Ainsi, l’étude des mécanismes de régulation géniques peut apporter des 

renseignements précieux pour comprendre le développement embryonnaire.  

 Mon équipe a décrit la fonction du XDSCR6 et de certains de ses partenaires au 

cours du développement embryonnaire précoce. Des données préliminaires 

suggéraient une éventuelle interaction entre XDSCR6 et XSTAT3. Mon projet de thèse a 

consisté à étudier les interactions physiques et fonctionnelles entre ces deux protéines 

au cours du développement embryonnaire précoce de l’amphibien.  

 Tout d’abord j’ai commencé par confirmer l’interaction entre XDSCR6 et XSTAT3. 

Mes résultats obtenus ont permis de montrer que ces deux protéines endogènes 

interagissent in vivo au cours des étapes clés de la mise en place des axes, surtout au 

pendant la gastrulation. De plus, j’ai également montré que XDSCR6 et XSTAT3 

interagissent directement in vitro. En outre, mes études biochimiques ont permis de 

cartographier le domaine de XSTAT3 qui permet l’interaction avec XDSCR6, il s’agit de la 
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partie carboxy-terminale contenant le domaine SH2 et le domaine de transactivation. 

Ainsi, ces résultats montrent que XDSCR6 interagit physiquement avec XSTAT3. 

Ensuite je me suis intéressée à étudier les interactions fonctionnelles entre ces deux 

protéines. J’ai d’abord commencé par caractériser les conséquences phénotypiques et 

moléculaires de l’activation spécifique de XSTAT3 dans l’embryon. Pour cela, j’ai 

surexprimé une forme mutante constitutivement active de XSTAT3, XSTAT3C, soit dans 

région ventrale soit dans la région dorsale de l’embryon. Dans la région ventrale, cette 

surexpression n’a aucun effet sur le destin des feuillets embryonnaires, tous les embryons 

se sont développés normalement. En revanche, la surexpression de XSTAT3C, dans la 

région dorsale de l’embryon, induit des malformations antérieures caractérisées par une 

diminution de la taille de la tête et/ou une absence partielle de l’œil et de la glande 

adhésive, l’élément le plus antéro-dorsal chez l’embryon. Ces résultats ont permis de 

montrer que l’activation de XSTAT3 affecte la mise en place des axes embryonnaires. 

Par la suite j’ai co-exprimé cette forme activée Xtat3c avec l’ARNm codant pour 

Xdscr6, afin d’identifier s’il existait des interactions fonctionnelles entre ces deux 

protéines. La co-injection de ces deux ARNm dans la région ventrale a permis de 

restaurer partiellement les doubles axes induits par XDSCR6. De plus, la co-injection de 

ces ARNm dans la région dorsale a également restauré partiellement les défauts 

antérieurs induits par l’activation de XSTAT3. L’ensemble de ces analyses phénotypiques 

montre que XDSCR6 et XSTAT3 présentent des propriétés antagonistes : XDSCR6 est 

impliquée dans la dorsalisation des tissus embryonnaires, alors que l’activité de XSTAT3 

est associée à leur ventralisation. Il existe donc un antagonisme fonctionnel in vivo entre 

XDSCR6 et XSTAT3.  

 Par la suite, j’ai décrit l’activité de XSTAT3 au cours des étapes précoces du 

développement embryonnaire. J’ai montré que cette protéine est présente de manière 

constante tout le long du développement, depuis le début de la segmentation jusqu’à 

l’organogenèse. De plus, cette protéine commence à être activée (Y705) et 

transcriptionnellement active essentiellement au cours de la gastrulation. J’ai également 

montré que XSTAT3-Y705 est localisée dans les noyaux des trois feuillets embryonnaires 

pendant cette fenêtre de temps. Mes résultats suggèrent donc que XSTAT3 serait 

essentiellement active pendant la période où les principaux feuillets mésodermique et 

neural se mettent en place et se régionalisent selon l’axe dorso-ventral.  

Compte tenu du fait que STAT3 soit un facteur de transcription et que XDSCR6 soit 

un potentiel antagoniste de XSTAT3, j’ai voulu comprendre si XDSCR6 pouvait réguler 
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l’activité de XSTAT3. La surexpression de Xdscr6 conduit à la diminution de l’activité 

transcriptionnelle endogène de XSTAT3, ce qui suggère que XDSCR6 serait un inhibiteur 

de ce facteur de transcription. 

L’activité de STAT3 repose grandement sur ses modifications post-traductionnelles, 

comme la phosphorylation et la méthylation. A l’heure actuelle, rien n’est connu sur la 

méthylation de STAT3 chez le xénope. Pour la première fois, j’ai montré que cette 

protéine peut être méthylée sur les résidus lysine au cours de la gastrulation. De plus, la 

surexpression de XDSCR6 ne change ni la localisation subcellulaire, ni la cinétique 

d’expression de XSTAT3-Y705. En revanche, le taux de méthylation de XSTAT3 sur les 

résidus lysine est fortement diminué. Ces résultats suggèrent que XDSCR6 inhiberait 

l’activité de XSTAT3 en interférant avec sa méthylation. 

Il a été montré que STAT3 peut être méthylée sur des résidus lysine par 2 

méthyltransférases soit par EZH2 sur la lysine 49 (K49)(Dasgupta et al., 2015) soit par SET9 

sur la lysine 140 (K140)(Yang et al., 2010). Mon objectif était de comprendre si la 

modulation de la méthylation de STAT3 était impliquée dans la mise en place des axes. 

Pour cela, j’ai injecté dans l’embryon 2 formes mutantes non méthylables de STAT3. J’ai 

montré que la surexpression de Stat3-K49R diminue l’activité transcriptionnelle endogène 

de XSTAT3 et induit la formation d’un axe surnuméraire si injecté dans la région ventrale, 

ce qui mime la surexpression de XDSCR6. En revanche, la surexpression de STAT3-K140R 

n’a aucun effet dans la région ventrale, mais induit des défauts antérieurs si elle est 

surexprimée en dorsal. Ce phénotype est similaire à celui obtenu lors de l’activation de 

XSTAT3. L’ensemble de ces résultats montre que la modulation de la méthylation est 

impliquée dans la mise en place des axes embryonnaires et que la mutation du résidu 

lysine 49 (méthylé par EZH2) conduit à la formation d’embryons dorsalisés. 

Compte tenu de ce résultat, j’ai cherché à établir si l’action de XDSCR6 sur la 

méthylation de STAT3 requiert l’activité d’EZH2. J’ai d’abord commencé par étudier le 

rôle de cette méthyltransférase dans la mise en place des axes. J’ai montré que la 

surexpression d’une forme mutante d’EZH2 défective pour son activité méthyltransférase 

(EZH2-H694L) aboutit à une diminution de l’activité transcriptionnelle et du taux de 

méthylation de XSTAT3 et à la formation d’un deuxième axe dans la région ventrale. De 

plus, ce phénotype est partiellement restauré lorsque l’ARNm codant pour cette forme 

mutante est co-injecté avec celui codant pour la forme constitutivement active 

XStat3C. Ces résultats suggèrent que l’activité méthyltransférase de XEZH2 serait 

nécessaire à la méthylation de STAT3 et à son activité transcriptionnelle dans l’embryon. 
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Un mécanisme similaire a également été décrit dans les cellules souches cancéreuses 

humaines. De plus, dans ces cellules, l’action positive d’EZH2 sur STAT3 requiert la 

phosphorylation spécifique d’EZH2 sur le résidu sérine 21, un résidu conservé chez les 

vertébrés. Lorsque ce résidu sérine est muté, l’interaction entre STAT3 et EZH2 est perdue 

et l’activité transcriptionnelle et la méthylation de STAT3 sont diminuées (Kim et al., 2013). 

Dans un premier temps, j’ai établi la cinétique de phosphorylation de XEZH2 sur S21 chez 

l’amphibien et j’ai montré que cette protéine devient phosphorylée sur ce résidu dans 

les trois feuillets embryonnaires à la fin de la segmentation et au cours de la gastrulation, 

ce qui correspond à la cinétique d’activation de XSTAT3.  

Deux formes mutantes de la sérine 21 dans EZH2 ont déjà été générées et étudiées 

: EZH2-S21A et EZH2-S21D, permettant d’exprimer soit une forme non phosphorylable, soit 

une forme mimant une phosphorylation constitutive, respectivement (Cha et al., 2005). 

Dans les cellules souches humaines de glioblastome, l’expression d’EZH2-S21A diminue la 

méthylation de STAT3, alors que EZH2-S21D l’augmente (Kim et al., 2013). Dans les 

embryons de xénope, j’ai montré que la surexpression de EZH2-S21A diminue l’activité 

transcriptionnelle de XSTAT3 et induit la formation d’un axe surnuméraire, ce qui mime la 

surexpression de XDSCR6 ou la perte de fonction de XSTAT3 sur le résidu K49. En 

revanche, la surexpression de EZH2-S21D dans la région dorsale de l’embryon induit des 

défauts antérieurs dans l’embryon. Ce phénotype est similaire à celui observé lors de 

l’activation de XSTAT3. L’ensemble de ces résultats suggère que la méthyltransférase de 

XEZH2 module l’activité de XSTAT3 dans la formation des axes embryonnaires.  

 

Mes travaux ont permis de caractériser les interactions fonctionnelles et 

moléculaires établies entre XDSCR6, XSTAT3 et XEZH2 lors de la mise en place des axes 

embryonnaires chez l’amphibien.   
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Summary 

 

The embryonic axis and primordial germ layers formation are complex inductive 

processes demanding the tight integration of several signaling pathways, transcription 

factors activity and epigenetic marks deposition. Here we demonstrate that XDSCR6, a 

mesoderm and embryonic axis inducer, interacts directly with the transcription factor 

XSTAT3 in vitro and in vivo and regulates negatively its transcriptionnal activity. XSTAT3 is 

expressed at constant lever during all stages of development and is mainly activated 

during gastrulation. XSTAT3 constitutive activation in the dorsal region of the embryos 

leads to tissues ventralization. Moreover, XSTAT3 and XDSCR6 exhibit antagonistic 

activities regarding embryonic axis formation in vivo. We further show that XDSCR6 

interferes with lysine-methylation of XSTAT3 leading to the down-regulation of its 

transcriptionnal activity. The subtle lysine-methylation status of XSTAT3 is crucial to its 

ventralizing properties. Furthermore, we show that XSTAT3 interacts with XEZH2 in vivo and 

that optimal XSTAT3 transcriptional activity required EZH2 lysine-methyltransferase 

activity. In a previous study, we have demonstrated that XDSCR6 interacts with XEZH2 

and negatively modulates its epigenetic repressive functions on dorsal mesoderm genes. 

Based on this study and our previous observations, we propose that XDSCR6, during 

embryonic development, functions as a multifunctional regulator localized at the 

interface between transcription factor and epigenetic regulator. 
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Introduction 

 

The formation of embryonic axes is a complex inductive process mediated by several 

maternal and zygotic signals like Wnt, TGFb, BMP or FGF signaling. Antero-posterior and 

dorso-ventral patterning of mesoderm and ectoderm during gastrulation is largely 

mediated by factors secreted by the Spemann’s organizer who are mainly antagonists 

for BMP and Wnt signals (De Robertis et al., 2000; De Robertis and Kuroda, 2004; Niehrs, 

2004). More recently, other mechanims have been implicating the role of transcriptional 

repression and derepression during specification of embryonic axes. The forkhead-

related transcription factor FoxD3, associated with TLE/Groucho transcriptional 

corepressor, functions as a transcriptional repressor to maintain the expression of Nodal-

related genes and thus induce dorsal mesoderm formation (Yaklichkin et al., 2007). 

Moreover, several evidences have pointed out that correct deposition of epigenetic 

marks is also critical for germ layer induction and embryonic patterning (Akkers et al., 

2009; Schneider et al., 2011; Li et al., 2013). Altogether, these findings highlight the need 

of a correct integration of signaling pathways, transcriptional activity and epigenetic 

regulation within the embryo in order to obtain a harmonious axis patterning (Carron 

and Shi, 2016). 

The Signal transducers and activators of transcription (STAT) family of proteins are major 

players during cell differentiation and embryonic development (Ihle et al., 2001, Stark et 

al., 2017). Amongst STAT family, STAT3 activity is crucial during early mouse embryonic 

development to maintain cells in a pluripotent state (Niwa et al. 1998; Burdon et al. 2002, 

Do et al., 2013). In Xenopus, XSTAT3 activity is implicated in mesoderm induction and axis 

specification (Nishinakamura et al., 1999; Ohkawara et al. 2004). Activation of XSTAT3 in 

dorsal region of Xenopus embryo leads to ventralization of dorsal structures while ventral 

overexpression of a dominant-negative form, XSTAT3-EnR, induces axis duplication 

(Nishinakamura et al., 1999). Moreover, STAT3 is activated inappropriately in a wide 

range of human cancers (Carpenter et al., 2014). The transcriptional activity of STAT 

proteins is tightly regulated by several post-translational modifications. STAT proteins are 

normally inactive within the cytoplasm and become activated by tyrosine 

phosphorylation upon cytokines and growth factors signals. STATs dimerization through 

reciprocal SH2-phospho-tyrosine interactions leads to their accumulation into the 

nucleus where they activate their target genes. Several studies showed that STAT3 
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activity is also regulated by several post-translational modifications on lysine residues like 

acetylation, poly- or mono-ubiquitination (Yuan et al., 2005; Dasgupta et al., 2014; Ray et 

al., 2014). More recently, STAT3 lysine methylation has been shown to play also a crucial 

role for regulating its transcriptional activity. These modifications are essentially mediated 

by two methyltransferases, SET9 (SET domain containing lysine methyltransferase 9) and 

EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) (Yang et al., 2010; Kim et al., 2013; Dasgupta et al., 

2015).! 

EZH2 methyltransferase is a member of polycomb group protein (PcG) which 

participates to the transcriptional repression mediated by the PCR2 complex. In this 

context, the EZH2 methyltransferase activity targets lysine residues on the N-terminal tail 

of Histone 3 generating the repressive epigenetic mark H3K27me3. EZH2 function is 

involved in several biological processes including differentiation, maintaining cell 

identity, proliferation and stem-cell plasticity (Margueron et al., 2011). Numerous studies 

show that EZH2 also plays a critical role in cancer initiation, progression and metastasis, 

as well as in cancer stem cell biology (Völkel et al., 2015). Until recently, the reported 

roles of EZH2 have been essentially attributed to its ability to drive transcriptional 

repression via the H3K27me3 deposition. However, in mammal cells, several emerging 

evidences showed that EZH2 directly interacts with, methylates and regulates several 

transcription factors including GATA4 (He et al. 2012), RORa (Lee at al., 2012; Xu et al., 

2012) and STAT3 (Stark et al. 2011; Yang et al., 2010; Kim et al., 2013; Dasgupta et al., 

2014; Dasgupta et al., 2015). 

In a previous study, we have shown that XDSCR6 is an atypical mesoderm and 

embryonic axis inducer. The ability of XDSCR6 to induce a secondary axis when 

expressed ventrally was attributed to its dorsal mesoderm-inducing and dorsalizing 

activity during gastrulation. Indeed, ventral overexpression of XDSCR6 is able to dorsalize 

ventral mesoderm through ectopic induction of dorsoanterior genes and down-

regulation of ventral genes including Wnt8 and Xvent1. Moreover, XDSCR6 can induce 

the expression of several Xnr genes, independently of nodal signaling and Wnt/b-

catenin signaling. We have shown that XDSCR6 triggers the formation of mesoderm and 

embryonic axis through derepression of polycomb group (PcG) proteins. XDSCR6 disrupts 

the formation of PcG bodies and releases PcG proteins, like XEZH2, from chromatin 

allowing dorsal mesoderm gene transcription (Li et al., 2013).  

Here, we report that XDSCR6 and XSTAT3 physically interact and exert antagonistic 

activities regarding axis formation in Xenopus embryos. We show that during 
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development, XSTAT3 is expressed at constant level but is transcriptionally active 

essentially during gastrulation. Ectopic activation of XSTAT3 in dorsal region of embryos 

leads to strong anterior defects suggesting that XSTAT3 exhibits ventralization properties 

during early development. We also show that, like in mammal cells, XSTAT3 interacts with 

and is methylated by XEZH2 on lysine residues in vivo. XDSCR6 overexpression strongly 

decreases XSTAT3 endogenous transcriptional activity by interfering with its methylation 

on lysine residues. Furthermore, we demonstrate that negative regulation of XSTAT3 

lysine-methylation in ventral part of the embryos leads to axis duplication. Our results 

highlight a new mechanism of XSTAT3 transcriptional regulation by XDSCR6 and EZH2 in 

Xenopus embryo. Moreover, we propose that XDSCR6, during gastrulation, could act as 

a multifunctional transcriptional regulator localized at the interface between 

transcription factor and epigenetic regulator. 
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MATERIALS AND METHODS  

 

Embryos manipulations 

Adults Xenopus laevis females were injected with 600 IU of human chorionic 

gonadotropin (Sigma) hormone and oocytes were artificially fertilized. Eggs were 

dejellied with 2% cystein hydrochloride (pH 7.8) and embryos were staged according to 

Nieuwkoop and Faber (Nieuwkoop and Faber, 1967).  

 

Plasmid constructs  

Myc-Xdscr6, myc-Xdscr6m, myc-XEzh2 and myc-Ezh2-H694L were described previously (Li 

et al., 2013; Barnet et al., 2005; Hernandez-Munoz et al., 2005). Myc-Xstat3-C was a 

generous gift from Pr. Shibuya (Ohkawara et al., 2004). The myc-XSTAT3-DC, cloned in 

pCS2, corresponds to a deletion carboxy-terminal deletion of the last 352 amino acids. 

The myc-STAT3-DM is deleted from amino acid 419 to 770 due to a Not1/Stu1 digestion 

and was cloned in pCS2 vector. Flag-Stat3-K49R and flag-Stat3-K140R (Addgene) were 

cloned after a Xho1/Sal1 digestion and insertion into the dephosphorylated Xho1 site in 

the pCS2+ vector. Myc-Ezh2-S21A and Myc-Ezh2-S21D (Cha et al., 2005) were a 

generous gift from Pr. Hung and were cloned into the BamH1/Xho1 sites in pCS2+ vector. 

Capped mRNAs were synthesized by in vitro transcription using appropriate RNA 

polymerases as previously described (Djiane et al., 2000). 

 

GST pull-down, co-immunoprecipitation and western blot 

analysis 

GST-EZH2 and GST-XDSCR6 were described previously (Li et al., 2013). Synthetic mRNAs 

encoding epitope-tagged proteins (1.1 ng) were injected into xenopus embryos and 

lysates were incubated with glutathione-agarose-bound GST fusion proteins overnight at 

4°C. Bound proteins were subjected to western blot analysis. The experiment was also 

performed with in vitro translated proteins using the TNT Coupled Reticulocyte Lysate 
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System (Promega). Co-immunoprecipitation was performed from embryonic extracts as 

previously described (Carron et al., 2003). The rabbit polyclonal antibody against 

XDSCR6 was generated by Eurogentec against the DNQSHMNDKGKPPSF peptide and 

the antibody specificity was evaluated by ELISA by the manufacturer and western blot 

analysis (Fig. S1). For western blot analysis, the antibodies were used at the following 

dilutions: rabbit anti-STAT3 (1:1000; Santa Cruz Biotechnology), mouse anti-STAT3-Y705 

(1:2000 Cell Signaling); rabbit anti-EZH2 (1:750 abcam); mouse anti-myc (1:1000, Santa 

Cruz Biotechnology). After incubation with horseradish peroxidase-conjugated 

secondary antibodies anti-rabbit (1:10000; Jackson ImmunoResearch Laboratories) or 

anti-mouse (1:10000; Beckman Coulter), bands were visualized using the Western 

Lighting Plus-ECL (PerkinElmer Inc.). 

 

Immunostaining experiments  

For paraffin embedding, embryos were collected from stage 7 until stage 11 and fixed in 

paraformaldehyde 4% overnight at 4°C. Sectioned samples (10 µm) were dehydrated 

with successive xylene and ethanol baths, unmasked by heating in citrate 10 mM 

solution and permeabilized with methanol at -20°C for 10 minutes. After 1h of incubation 

in blocking buffer (0.3% Triton X-100 in 2.5% normal goat serum (Vector)), embryos were 

incubated overnight with rabbit anti-STAT3-Y705 (1:50; Cell Signaling), rabbit anti-STAT3 

(1:100; Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-EZH2 (1:250; Abcam), rabbit anti-EZH2-S21 

(1:100; Bethyle Laboratories Inc.), rabbit anti-Xdscr6 (1:50; Eurogenetec) or mouse anti-

myc (1:100; Santa Cruz Biotechnology). CY3 anti-rabbit (1:600; Jackson 

ImmunoResearch), Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:300; Interchim), 

Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-mouse IgG (1:300; Interchim) were used as 

secondary antibody. Finally, nuclei were stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole 

dihydrochloride (DAPI, 1.5 mg/ml) for 8 minutes, the samples were washed in PBS, 

mounted in Mowiol. Images were acquired with a Leica SP5 confocal microscope and 

quantification was performed using ImageJ software. The corrected cellular 

fluorescence (TCCF) was obtained as described in Rachael et al. 2013 and statistical 

analysis were done using GraphPad Prism 6. 
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Luciferase assay 

The pTATA-TK-Luc-4xM67 luciferase reporter plasmid DNA (Besser et al., 1999) was 

injected at 150 pg, combined with 20 pg pRL-TK vector (Promega), with synthetic mRNAs 

in the animal pole region at the 2-cell stage. The Luciferase and Renilla activities were 

measured at indicated stages of development on five embryos using the Dual-

Luciferase reporter assay system (Promega) as already described (Cao et al., 2012). All 

the experiments were carried out in duplicates using different batches of embryos and 

the data were analyzed using Student’s-t-test. 
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Results 

XDSCR6 and XSTAT3 exhibit antagonistic effects in vivo 

Previous studies showed that dorsal activation of Stat3-mediated cytokine signaling 

results in a ventralization of Xenopus embryos while the injection of a dominant negative 

form of Xstat3 (Xstat3-EnR) generates an ectopic axis when injected into ventral 

blastomeres at 4-cell stage (Nishinakamura et al., 1999). In order to confirm the 

consequences of a specific STAT3 activation during early development and test if 

XDSCR6 could regulate XSTA3 activity, mRNA encoding a point-mutated version of 

XSTAT3, Xtat3C, mimicking a constitutive activation of STAT3 (Bromberg et al., 1999), was 

injected into the two dorsal blastomeres at 4-cell stage. At tadpoles stage, 46% of the 

injected embryos exhibit several anterior defects characterized by several features 

ranging from small head (23% of the cases), the absence of eye (10% of the cases) or a 

total absence of head structures (8% of the cases) confirming that STAT3 activation 

ventralizes the dorsal structures (Fig. 1A and 1B). Co-injection of Xdscr6 (0.1ng) with 

Xstat3C (1ng) results in a strong decrease in the proportion of ventralized embryos 

suggesting that XDSCR6 dorsal overexpression can partially restore the anterior defects 

induced by XSTAT3 activation (Fig. 1A, B). Conversely, ventral injection of Xdscr6 mRNA 

(0.1ng) induced secondary axis in 68% of injected embryos whereas ventral co-injection 

of Xdscr6 mRNA (0.1ng) with Xstat3C mRNA (1ng) reduces the percentage of double 

axis to 29% (Fig. 1C,D). Thus, altogether, these results suggest that activation of XSTAT3 

leads to anterior defects and that XDSCR6 and XSTAT3 have antagonistic activities in 

vivo. 

 

XDSCR6 physically interacts with XSTAT3 in vitro and in vivo 

In order to explain the antagonistic properties observed between XDSCR6 and XSTAT3, 

we tested if these two proteins were able to physically interact. First, GST pull-down 

experiments were carried out. Xenopus embryos were injected at 2-cell stage with 

synthetic mRNA encoding the full size myc-XSTAT3-WT and embryonic extracts were 

prepared at the late gastrula stage. The result indicated that myc-XSTAT3-WT specifically 

bound to GST-XDSCR6 (Fig. 2B). GST pull-down carried in the same conditions using 

deleted forms of XSTAT3, Myc-XSTAT3-DC or Myc-STAT3-DM showed that XSTAT3 carboxy-

terminus domain is necessary and sufficient to sustain the interaction with GST-XDSCR6 
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(Fig. 2A,B). Moreover, GST pull-down using in vitro translated proteins further 

demonstrated a direct interaction between GST-XDSCR6 and myc-XSTAT3-WT (Fig. 2C). 

More importantly, we performed co-immunoprecipitation from embryonic extracts 

obtained from embryos at 11.5 stage using specific antibodies against XDSCR6 and 

STAT3 and showed that endogenous proteins interact together (Fig. 2D; Fig. S1). 

Altogether, these results strongly suggest that a physical interaction occurs in vivo 

between XDSCR6 and XSTAT3 during Xenopus early development.  

 

XSTAT3 is mainly activated during gastrulation  

Few data regarding XSTAT3 regulation and function during early Xenopus development 

are currently available. Thus, we first performed a spatio-temporal analysis of XSTAT3 

endogenous expression and activation by analyzing its phosphorylation on tyrosine 705 

(Y705). Western blot analysis of embryonic extracts showed that XSTAT3 is expressed at 

constant level from fertilization to organogenesis. However, XSTAT3 becomes 

phosphorylated on Y705 only at the end of stage 8 and stays strongly phosphorylated 

essentially during gastrulation (Fig. 3A). Immunodetection experiments performed on 

embryo sections revealed that endogenous XSTAT3 is detected in the cytoplasm and 

the nucleus of animal cells at stage 7 and then detected in all three germ layers from 

stage 9 and during all gastrulation (Fig. 3B; Fig. S2). The activated form STAT3-Y705 is only 

detected in the nuclei of cells in the three germs layers after the mid-blastula transition 

and during gastrulation (Fig. 3B; Fig. S2). We then studied the endogenous STAT3 

transcriptionnal activity. Two cell-stage embryos were injected with 150pg of reporter 

vector pTATA-TK-Luc-4xM67 containing Stat-binding sites (Besser et al. 1999). Injected 

and control embryos were lysed at different stages and embryonic extracts were 

submitted to luciferase assay. Our results showed that endogenous XSTAT3 transcriptional 

activity is first detected at stage 9 and during gastrulation (Fig. 3C). Taken together, 

these results showed that XSTAT3 is expressed and transcriptionally active mainly during a 

specific time window corresponding to gastrulation. 
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XDSCR6 negatively regulates XSTAT3 transcriptional activity 

and lysine-methylation 

Since we have shown that XDSCR6 and XSTAT3 physically and functionally interact, we 

then tested if XDSCR6 could modulate XSTAT3 transcriptional activity in vivo. To do so, 

embryos were injected 150pg of reporter vector pTATA-TK-Luc-4xM67 or co-injected 

pTATA-TK-Luc-4xM67 with either the wild type Xdscr6 mRNA (500pg) or the loss of function 

mutant xdscr6m mRNA (500pg) (Li et al., 2013). Embryos were cultured until stage 10.5, 

lysed and submitted to luciferase assay. XDSCR6 expression strongly decreases XSTAT3 

endogenous activity whereas XDSCR6m does not (Fig. 4A). This decrease of XSTAT3 

activity is not correlated with a change regarding XSTAT3 expression, phosphorylation on 

Y705 or to an abnormal sub-cellular localization of XSTAT3-Y705 (Fig. 4B,D). We then 

tested if XSTAT3 could be methylated on lysine residues during development and if so, 

the consequence of XDSCR6 overexpression. Embryos at stage 11.5 were submitted to 

an immunoprecipitation with an antibody specific of Pan-methylated lysine followed by 

a western blot analysis with an anti-STAT3 antibody. Our results clearly show that XSTAT3 is 

indeed methylated on lysine residues during gastrulation. Moreover, XDSCR6 expression 

strongly reduces this methylation (Fig. 4E,F). Thus, our observations suggest that XDSCR6 

could negatively modulate endogenous XSTAT3 activity by interfering with its 

methylation on lysine residues.  

To support the fact that regulation of STAT3 lysine-methylation is indeed implicated in 

embryonic axis formation, we analyzed the consequence of the overexpression of a 

point-mutated form of STAT3, STAT3K49R. In this mutant, the specific methylation on lysine 

49, normally mediated by EZH2 methyltransferase, does not occur resulting in a loss of 

function of STAT3 transcriptional activity (Dasgupta et al., 2015). Embryos at 4-cell stage 

were injected in the ventro-vegetal region with 1ng of Stat3-k49r mRNA. At tadpole 

stage, 42% of injected embryos exhibit a double axis formation (Fig. 4G,H). The embryos 

formed a secondary axis with essentially trunk and posterior region, a phenotype 

reminiscent of the XDSCR6-induced axis. This phenotype is also correlated with the 

decrease of XSTAT3 endogenous transcriptional activity (Fig. 4J). STAT3-K49R did not 

induce any embryonic defect when overexpressed dorsally (Fig 4G,I). On the contrary, 

the dorsal expression of another lysine-mutated form of STAT3, STAT3-K140R, resulting in a 

gain of function of STAT3 transcriptional activity (Yang et al., 2010), induces strong 

anterior defects comparable to the ones we obtained with STAT3C injection (Fig. 1; Fig. 

4G,I). STAT3-K140R ventral expression leads to no particular phenotype (Fig. 4G).  
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Taken together, these results suggest that XDSCR6 negatively interferes with XSTAT3 

transcriptional activity by modulating its methylation on lysine residues and that the 

subtle status of methylated lysine of STAT3 is crucial to a correct axis formation. 

 

EZH2 methyltransferase activity is required for optimal XSTAT3 

activity in vivo 

Our data show that methylation of K49 in STAT3 is implicated in modulating XSTAT3 

activity and trigger axis formation when expressed ventrally. Since K49 is a specific 

substrate of EZH2 methyltransferase, we tested if EZH2 could interact and methylate 

STAT3 in Xenopus embryos. First, embryos at 2-cell stage were injected with synthetic 

mRNA encoding myc-XSTAT3-WT or the two deleted forms XSTAT3-DC and STAT3-DM and 

embryonic extracts were prepared at the late gastrula stage for GST pull-down 

experiments. Our results indicated that myc-XSTAT3-WT specifically bound to GST-XEZH2 

by its carboxy-terminus domain (Fig. S3A). GST-pull down using in vitro translated proteins 

further demonstrated a direct interaction between XSTAT3 and GST-XEZH2 (Fig. S3B). 

Moreover, we also showed by co-immunoprecipitation that XEZH2 and XSTAT3 interact in 

vivo (Fig. S3C). We then tested if the modulation of XEZH2 methyltransferase activity 

could be implicated in axis formation by injecting the synthetic mRNA ezh2-h694l 

encoding an enzymatic-defective form of EZH2 in the ventro-vegetal region of 4-cell 

stage embryos. Overexpression of EZH2-H694L results in axis duplication in 70% of the 

cases and this duplication is decreased to 37% by co-injection of ezh2-h694h with stat3C 

mRNA (Figure 5A, B). Moreover, loss of EZH2 enzymatic activity leads also to a decrease 

in STAT3 transcriptional activity and endogenous lysine-methylation (Fig 5 C-E). 

It has been shown that phosphorylation of EZH2 by AKT on Serine 21 is a molecular switch 

that facilitates STAT3 specific methylation on lysine residues (Kim et al., 2013). In order to 

test if lysine-methylation of STAT3 during axis formation is indeed related this specific EZH2 

methyltransferase activity, we first determine if EZH2 is expressed and phosphorylated on 

Serine 21 during Xenopus development. Immunodetection experiments performed on 

embryo sections at different stages showed that XEZH2 is detected as soon as stage 7 

and that S21 phosphorylation become detectable from late blastula stage and during 

all gastrulation stage (Fig. 5 F). We then tested the consequence of the modulation of 

S21 phosphorylation on axis formation by expressing either the phosphomimetic 

constitutive active form of EZH2, EZH2S21D, or the non-phosphorylable form EZH2S21A 
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(Cha et al., 2005). Four-cell stage embryos were injected dorsally or ventrally with 1ng of 

synthetic mRNA encoding EZH2S21D or EZH2S21A. Dorsal injection of ezh2s21d mRNA 

result in dorso-anterior defects while ezh2s21a mRNA-injected embryos exhibit no 

phenotype (Fig. 5G). On the contrary, ventral expression of EZH2S21A resulted in axis 

duplication in 80% of the cases while EZH2S21D had almost no effect (Fig. 5 H). 

Altogether theses results suggest that XEZH2 is able to methylate XSTAT3 on lysine residu 

and modulate XSTAT3 transcriptional activity during Xenopus gastrulation.  

 

Discussion 

This study reveals a novel mode of XSTAT3 regulation by XDSCR6 during early embryonic 

development. We show that XDSCR6, by interacting with XSTAT3, can negatively 

regulate its transcriptional activity by modulating its lysine methylation. Regulation of 

XSTAT3 methylation modulates its ventralizing properties. Our results suggest that, in 

Xenopus embryo, XDSCR6 could be a transcriptional regulator localized at the interface 

between epigenetic modulators and transcription factors. 

 

XSTAT3 is mainly active during xenopus gastrulation and 

exhibits ventralization properties 

In this work, we showed that XSTAT3 is expressed at constant level during all stages of 

development, first exclusively in the ectodermic cap until stage 7 and later in all three 

germ layers. These results are consistent with the observations acquired from single cells 

analysis performed from 8-cells to 32-cells stage Xenopus embryos showing at first a 

specific animal regionalization of Stat3 mRNA at these early stages (Flachsova et al., 

2013). We observed that XSTAT3 is phosphorylated and transcriptionnally active from late 

stage 8 and during all gastrulation. Moreover, our experiments showed that constitutive 

activation of XSTAT3 in the dorsal region of the embryos leads to strong anterior defects 

suggesting that XSTAT3 is indeed implicated in axis patterning during early stages of 

development. We also observed a re-activation of XSTAT3 later during development 

from late neurula stages and during organogenesis (Fig 3 and data not shown). This 

activation could be linked to other transcriptional functions of XSTAT3 during 

organogenesis. Indeed, it has been shown that XSTAT3 acts as an essential FGF-
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transducing signal and promote the maintenance of neural crest cells in a proliferative 

and undifferentiated state during neurulation (Nichane et al., 2010). 

 

 

Implication of XDSCR6 in XSTAT3 regulation during axis 

specification 

In a previous study, we have shown that XDSCR6 is an atypical mesoderm and 

embryonic axis inducer. XDSCR6 triggers the formation of dorsal mesoderm and 

embryonic axis through derepression of polycomb group (PcG) proteins. In that context, 

XDSCR6 disrupts the formation of PcG bodies, releases PcG proteins, like XEZH2, from 

chromatin and allows dorsal mesoderm gene transcription like goosecoïd. Moreover, 

XDSCR6 can also down-regulate ventral mesoderm genes expression including Wnt8 

and Xvent1 at gastrula stage (Li et al., 2013). 

In this present work, we show that XDSCR6 negatively regulates XSTAT3 transcriptional 

activity during gastrulation. Over-activation of XSTAT3 by expressing the constitutive form, 

STAT3C, in the dorsal region of the embryo results in strong anterior defects suggesting 

that ectopic activation of XSTAT3 could result in ventralization. These results are also in 

accordance with previous observations showing that activation of STAT3 by cytokine 

receptor gp130 ventralizes Xenopus embryos (Nishinakamura et al. 1999). This phenotype 

is rescued by XDSCR6 co-expression suggesting that the dorsalizing properties of XDSCR6 

are able to counteract the ventralizing ones of XSTAT3 by interfering with XSTAT3 

transcriptional properties. Conversely, ventral axis-induction triggered by XDSCR6 is 

impaired by XSTAT3 activation showing that XSTAT3 is also able to interfere with the 

dorsalizing properties of XDSCR6. Since it has been shown that dorsal XSTAT3 activation 

by overexpression of the gp130 receptor, leads to embryonic ventralization by 

upregulation of Xvent1 and Xvent2 expression at the expense of goosecoïd and chordin 

expression, we propose that XDSCR6 could interfere with the ventral patterning set up 

established by XSTAT3 leading to downregulation of ventral genes expression and 

activation of dorsal genes.  
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XDSCR6 negativly regulates XSTAT3 transcriptional activity by 

modulating its lysine methylation during embryonic 

development 

We have shown that XDSCR6 negatively regulates XSTAT3 transcriptional activity by 

interfering with its lysine methylation. Several evidences show that STAT3 lysine 

methylation plays a crucial role for the regulation of its transcriptional activity. Indeed, in 

human cells, depending on which lysine residue is targeted, methylation could either 

promote or inactivate STAT3 transcriptionnal activity (Yang et al., 2010; Kim et al., 2013; 

Dasgupta et al., 2014; Dasgupta et al., 2015). Here, we show that in vivo, during 

embryonic development, the subtle status of XSTAT3 methylation is also crucial and can 

either promote or inhibit its transcriptionnal properties leading to embryonic 

ventralization or dorsalization respectively. In human glioblastoma cells, EZH2 can directly 

bind and methylate STAT3 to sustain its transcriptionnal activity (Kim et al., 2013). Here we 

show that, during Xenopus early development, XEZH2 is indeed implicated in XSTAT3 

lysine methylation and transcriptionnal regulation. Moreover, specific modulation of 

methyltransferase activity of EZH2 upon XSTAT3 has consequences on tissue patterning. 

Altogether our observations suggest a model in which during embryonic development, 

the epigenetic and transcriptional regulations could be integrated at the level of 

XDSCR6 and XEZH2 to modulate axis patterning (Figure 6). 

 

XDSCR6, a regulator at the cross-road between epigenetic 

and transcriptional control? 

Our study shows that XDSCR6 physically and functionally interacts with XSTAT3. We have 

shown that the WRPW motif of XDSCR6 is required for the negative effect of XDSCR6 on 

XSTAT3 activity. Indeed, the loss of function mutant XDSCR6m, in which the motif WRPW is 

mutated into WRSG, even still able to interact with XSTAT3 (data not shown), cannot 

repress its transcriptional activity.  On the contrary, it has been previously shown that the 

integrity of the WRPW motif is crucial for the physical interaction between XDSCR6 and 

XEZH2. Thus, we propose that XDSCR6 by interacting with XEZH2 and XSTAT3 could 

prevent the methylation of XSTAT3 by XEZH2 and thus leading to XSTAT3 transcriptional 

activity downregulation (Figure 6). How XDSCR6 could interfere with XEZH2 enzymatic 

activity is still unclear. By two-hybrid screen and GST-pull down experiments, we have 
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isolated JARID2, a crucial EZH2 regulator, as a XDSCR6 interactor (C.C, unpublished 

results).  It could be possible that XDSCR6 by interacting with JARID2 modifies EZH2 

methyltransferase activity and thus interfere with XSTAT3 methylation. This hypothesis has 

to be tested in a future study. 

Taken together, our experiments suggest that during development, XDSCR6 could be a 

bifunctional negative regulator of XEZH2 acting both on its epigenetic and 

transcriptional functions. Our findings are quite interesting especially since EZH2 and 

STAT3 are overexpressed and/or overactivated in several cancers in humans (Stark et al., 

2011; Völkel et al., 2015; Carpenter et al., 2014). The identification of a new negative 

regulator of both proteins could open several leads regarding anti-cancer therapeutics.  
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Figures 

 

 

 

 

 

Figure 1. XDSCR6 and XSTAT3 exhibit antagonistic activities in vivo. (A, B) Xstat3c mRNA dorsal 

microinjection results in anterior deficiencies rescued by co-injected with Xdscr6 mRNA. (C, D) 

Xdscr6 mRNA ventral injection results in second axis induction partially rescued by co-injection 

with Xstat3c mRNA.  
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Figure 2. XDSCR6 and XSTAT3 physically interact in vitro and in vivo. (A) Schematic representation 

of different XSTAT3 constructs. (B) GST pull-down of embryonically expressed myc-XSTAT3-WT, myc-

XSTAT3-DC and myc-XSTAT3-DM by GST-XDSCR6. (C) GST pull-down of in vitro translated myc-

XSTAT3-WT by GST-XDSCR6. (D) Immunoprecipitation of endogenous XSTAT3 by anti-XDSCR6 

antibody in stage 11.5 embryos.  

Résultats 



 
86 

 

 

 

 

 

Figure 3. XSTAT3 is mainly activated during gastrulation. (A) Western blot analysis of XSTAT3 

expression and XSTAT3 phosphorylation on tyrosine 705 (XSTAT3-Y705) from stage 2 to 26. (B) 

Confocal microscopic analysis of immunodetection experiments for XSTAT3 and XSTAT3-Y705 on 

embryonic section at stage 10.5. Scale bar 100µm. (C) Luciferase reporter assay at indicated 

stages of development after injection of pTATA-TK-Luc-4xM67 reporter containing Stat-binding 

sites. Values are presented as mean +/- S.D. from two independent experiments. 
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Figure 4. XDSCR6 negatively regulates XSTAT3 by modulating lysine-methylation. (A) Luciferase 

assay using pTATA-TK-Luc-4xM67 reporter in control, Xdscr6 mRNA- or Xdscr6m mRNA-injected 

embryos at 10.5 stage. Values are presented as mean +/- S.D. from three independent 

experiments (*** p< 0.0001; Student’s t-test). (B) Western blot analysis of stage 10.5 embryonic 

extracts for XSTAT3 expression and XSTAT3-Y705 in control, Xdscr6 mRNA- or Xdscr6m mRNA-

injected embryos. (C) Immunodetection with anti-STAT3-Y705 and anti-myc antibodies in embryos 

injected with Xdscr6-myc mRNA. Scale bar 10 µm. (D). Quantification of nuclear fluorescence 

intensity for STAT3-Y705 nuclear staining comparing control and Xdscr6-myc expressing embryos 

(p>0.05; Student’s t-test). (E) Immunoprecipitation from stage 10.5 embryonic extract with Pan-

methyl-lysine antibody (Methyl K) followed by western blot analysis with anti-STAT3 antibody in 

uninjected (left line) and Xdscr6-myc mRNA injected embryos (right line). (F) Quantification of 

signals obtained after immunoprecipitation with Pan-methyl-lysine antibody followed by a 

western blot analysis with anti-STAT3 from three independent experiments (* p<0.05; Student’s t-

test). (G) Ventral injection of Stat3-K49R mRNA results in axis duplication while dorsal injection has 

no effect. On the contrary, dorsal injection of Stat3-K140R mRNA leads to anterior defects while 

ventral injection has no effect. (H, I) Statistical analysis of phenotypes after ventral (H) or dorsal (I) 

injection. Numbers at the top of each column indicate total embryos scored from three 

independent experiments using different batches of embryos. (J) Luciferase assay using pTATA-TK-

Luc-4xM67 reporter in control, in uninjected and stat3-K49R mRNA-injected embryos at 10.5 stage. 

Values are presented as mean +/- SEM from three independent experiments, (*** p <0.0001; 

Student’s t-test). 
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Figure 5. EZH2 methyltransferase activity is required for XSTAT3 activity in vivo. (A) Ventral 

overexpression of XEZH2-H694L leads to axis duplication and is rescued by Xstat3-c mRNA co-

injection. (B) Statistical analysis of phenotypes after ventral injection of Xstat3c mRNA alone or in 

combinaison with Xezh2-h694l mRNA. Numbers at the top of each column indicate total embryos 

scored from three independent experiments using different batches of embryos. (C) Luciferase 

assay using pTATA-TK-Luc-4xM67 reporter in control and or Xezh2-h694l mRNA-injected embryos at 

10.5 stage. Values are presented as mean +/- SEM from three independent experiments (*** p< 

0.0001; Student’s t-test). (D) Immunoprecipitation from stage 10.5 embryonic extract with Pan-

methyl-lysine antibody (Methyl K) followed by a western blot analysis with anti-STAT3 antibody in 

uninjected (left line) and Xezh2-h694l mRNA injected embryos (right line). (E) Quantification of 

signals obtained after immunoprecipitation with Pan-methyl-lysine antibody followed by western 

blot analysis with anti-STAT3 from three independent experiments (*** p <0.0001; Student’s t-test). 

(F) Immunodetection experiments with anti-EZH2 and anti-EZH2-S21 antibodies on stage 7 and 

stage 10 embryos. (G, H) Statistical analysis of phenotypes of uninjected, ezh2-s21d- and ezh2-

s21a-mRNA injected embryos at two-cell stage in dorsal (G) or in ventral side (H). Numbers at the 

top of each column indicate total embryos scored from three independent experiments using 

different batches of embryos.  
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Figure 6. A proposed model for XDSCR6 function during Xenopus gastrulation. By directly 

interacting with EZH2 and XSTAT3, XDSCR6 can participate either to transcriptional depression (Li 

et al., 2013) but also interfere with the lysine-methylation of XSTAT3 mediated by EZH2. These two 

combined activities of DSCR6 participate to activation of dorsal mesoderm genes and 

inactivation of the ventralizing activity of XSTAT3 leading to tissue dorsalization.! 
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Figure S1. Antibodies specificity. (A) Two-cell stage embryos were injected with 1ng of myc-stat3-

WT mRNA. At gastrula stage, uninjected (upper panel) and injected embryos (lower panel) were 

lysed and embryonic extracts were submitted to immunoprecipitation with anti-myc or anti-STAT3 

antibodies and analysed by western blotting using anti-STAT3 antibody. The expected band for 

endogenous STAT3 and myc-STAT3-WT are detected specifically at 84 kDa and 94 kDa 

respectivelly. (B) Two-cell stage embryos were injected with 500pg of myc-xdscr6 mRNA. At 

gastrula stage, uninjected (upper panel) and injected embryos (lower panel) were lysed and 

embryonic extracts were submitted to immunoprecipitation with anti-myc or anti-XDSCR6 

antibodies and analysed by western blotting using anti-myc antibody. The expected band for 

myc-XDSCR6 is detected specifically at 24 kDa. (C)!  Two-cell stage embryos were injected with 

1ng of myc-XEzh2 mRNA. At gastrula stage, uninjected (upper panel) and injected embryos 

(lower panel) were lysed and embryonic extracts were submitted to immunoprecipitation with 

anti-myc antibody and analysed by western blotting using anti-myc antibody. The expected 

band for endogenous myc-XEZH2 is detected specifically at 92 kDa. In parallel, embryonic 

extracts from uninjected embryos were submitted to immunoprecipitation with anti-EZH2 

antibody and analysed by western blot with anti-EZH2 antibody. In these conditions, the 

endogenous XEZH2 is detected specifically at 82 kDa.  
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Figure S2. XSTAT3 and XSTAT3-Y705 expression profile. Immunodetection experiments were 

performed from stage 7 to stage 11 with anti-STAT3 and anti-STAT3-Y705 antibodies on embryonic 

sections. STAT3 expression is limited to ectodermic cells at stage 7 and becomes widely expressed 

at stage 8. STAT3-Y705 is detected later, at stage 9, exclusively in nuclei. Scale bar 100µm. 
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Figure S3. (A, B) XEZH2 and XSTAT3 physically interact. (A) GST-pull down of embryonically 

expressed myc-XSTAT3-WT (1), myc-XSTAT3-DC (2), myc-XSTAT3-DM (3) and in vitro transcribed 

myc-XSTAT3-WT (4) by GST-XDSCR6. (B) Immunoprecipitation of endogenous XSTAT3 by anti-EZH2 

antibody in stage 11.5 embryos. (C-E) Overexpression of either wild type XEZH2 or methylase 

defective EZH2-H694L mutant does not change STAT3 expression, phosphorylation on Y705 and 

subcellular localization. (C) Western blot analysis at stage 7 and 10.5 of embryonic extracts for 

XSTAT3 expression and XSTAT3-Y705 in control and ezh2-h694l mRNA-injected embryos. (D) 

Immunodetection with anti-STAT3-Y705 and anti-myc antibodies in embryos injected with ezh2-

h694l mRNA. Scale bar 50µm. (E) Quantification of nuclear fluorescence intensity after anti-STAT3-

Y705 staining comparing control and EZH2-H694L-myc expressing embryos (p>0.05; Student’s t-

test).  
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!

Mon projet de thèse portait sur l’étude des interactions biochimiques et 

fonctionnelles entre XDSCR6 et ses partenaires au cours du développement précoce de 

l’amphibien Xenopus laevis. Nous avons montré que XDSCR6 inhibe l’activité 

transcriptionnelle de XSTAT3 en interférant avec la méthylation de ses résidus lysine, un 

mécanisme qui n’a jamais été mis en évidence au cours du développement 

embryonnaire chez l’amphibien. De plus, nos résultats suggèrent que XDSCR6, XSTAT3 et 

XEZH2 soient impliquées dans un même processus de régulation génique lors de la 

formation axes embryonnaires.  

 

 

!

 1. XSTAT3 est active au cours de la gastrulation 

Nos résultats de profil d’expression spatio-temporel montrent que XSTAT3 est 

présente de manière constante pendant les quatre premières phases du 

développement embryonnaire précoce d’amphibien : segmentation, gastrulation, 

neurulation et organogenèse. Ces résultats sont en accord avec les données publiés par 

Nishinakamura (Nishinakamura et al., 1999). Etant donné que la transition blastuléenne a 

lieu au stade 8 chez l’amphibien, ces résultats suggèrent qu’il y aurait une contribution 

maternelle et zygotique dans la production de la protéine STAT3.  

En revanche, la cinétique de la forme phosphorylée de XSTAT3 sur la tyrosine 705 

n’avait jamais été étudiée chez l’amphibien. Nous avons pu montrer qu’elle n’est 

détectée qu’à partir de la fin de la segmentation et tout de long de la gastrulation. 

Dans l’embryon murin, STAT3 est présente dans l’ovocyte et pendant tous les premiers 

stades de division, alors que STAT3-Y705 n’est détectée qu’à partir du stade 4-8 cellules. 

Discussion 
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On constate chez ces deux espèces, que STAT3 est phosphorylée sur la tyrosine 705 dans 

les deux cas après la transition blastuléenne (chez la souris elle a lieu au stade 2 cellules 

et chez l’amphibien au stade 8). Ceci suggère que l’activité de STAT3 n’interviendrait 

donc qu’après la mise des transcriptions zygotiques.  

Nous avons montré que pendant la segmentation, XSTAT3 endogène est localisée 

au niveau de l’hémisphère animal de l’embryon, puis durant la gastrulation elle est 

observée majoritairement dans l’ectoderme et dans le mésoderme. Par ailleurs, il a déjà 

été montré que l’ARNm de XStat3 est présent exclusivement dans l’hémisphère animal 

de l’embryon pendant la segmentation (Flachsova et al., 2013). Nos résultats sont en 

accord avec ces observations.  

De plus, nous avons montré que la forme phosphorylée de XSTAT3 sur la tyrosine 

705 n’est détectée par immunohistochimie qu’à partir du stade 9 confirmant ainsi nos 

résultats de Western blot. Au niveau subcellulaire, XSTAT3-Y705 est spécifiquement 

présente dans les noyaux. 

Nous avons également montré que l’activité trancriptionnelle de XSTAT3 est 

détectable à partir du stade 9 et est maintenue pendant toute la gastrulation. Ces 

données sont parfaitement en accord avec nos résultats obtenus par Western blot et 

par immunohistochimie. En conclusion, nous avons montré qu’au cours de la 

gastrulation XSTAT3 est activée et transcriptionnellement active.  

Les protéines de la famille STAT présentent de grandes similarités structurelles. Il est 

donc légitime de s’interroger sur la spécificité de l’activité transcriptionnelle observée 

dans nos expériences, d’autant plus que des données de la littérature ont montré que, 

chez l’amphibien, les ARNm de Stat1 et Stat5 sont aussi détectés pendant la 

segmentation et la gastrulation. Des analyses par Western blot, à partir d’extraits 

embryonnaires de xénope, ont montré que la forme phosphorylée sur la tyrosine de 

STAT1 est présente dès l’ovogénèse et pendant la première partie de la segmentation 

(jusqu’au stade 8) (Turpen et al., 2001). L’absence d’activité de notre construction 

reportrice avant le stade 8 nous permet de proposer que l’activité transcriptionnelle 

observée ne serait donc pas celle de STAT1. L’hypothèse d’une activation induite par la 

protéine STAT5 est aussi peu probable car chez l’amphibien des expériences antérieures 

ont montré que la dérégulation de cette protéine induit des défauts tardifs lors de 

l’érythropoïèse (Schmerer et al., 2006). Ces données nous suggèrent que l’activité 

transcriptionnelle que nous avons observée serait bien spécifique de XSTAT3. 

Discussion 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 – La protéine XSTAT3 est méthylée au cours de la gastrulation. Des 

expériences d’immunoprécipitation avec l’anticorps anti-Pan-Methyl-Lysine (Methyl K) 

ont été réalisées à partir d’extraits embryonnaires au stade 7 et au stade 11,5. Elles ont 

été suivies d’un Western-blot avec l’anticorps anti-STAT3. L’IP contrôle correspond à 

l’immunoprécipitation sans anticorps. La flèche indique la bande correspondante à 

XSTAT3. 

  

WB: STAT3 

IP: contrôle 

WB: STAT3 

IP: Methyl-K 

WB: STAT3 
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Outre la phosphorylation, nos résultats ont montré que XSTAT3 peut également être 

méthylée sur les résidus lysine. J’ai montré que cette méthylation a lieu au cours de la 

gastrulation, notamment au stade 11,5. Nous avons voulu vérifier également si cette 

protéine pouvait être méthylée au cours de la segmentation, afin d’établir une 

cinétique de méthylation. Mes résultats préliminaires suggèrent qu’au stade 7 la protéine 

XSTAT3 ne serait pas méthylée sur les résidus lysine (figure 37). Ainsi, peut-être que la 

méthylation aurait lieu au moment où XSTAT3 devient activée et transcriptionnellement 

active, c’est-à-dire après la transition blastuléenne. Pour confirmer ces résultats, je dois 

refaire cette même expérience. Malheureusement par manque de temps et surtout de 

matériel (actuellement l’anticorps anti-pan-methyl-lysine utilisé dans mes expériences 

antérieures n’est plus disponible) je n’ai pas pu répéter cette expérience.  

 

 2. L’activation de XSTAT3 conduit à des malformations 

antérieures  

Nous avons montré que l’activation anormale de XSTAT3 dans la région dorsale de 

l’embryon induit des malformations antérieures. Un phénotype similaire a été obtenu lors 

de l’activation du récepteur gp130 (Nishinakamura et al., 1999). Ainsi, nos résultats sont 

cohérents avec l’article publié par Nishinakamura et appuient donc l’idée d’une 

fonction de XSTAT3 dans la ventralisation. Il nous reste à vérifier comment XSTAT3 est 

capable de ventraliser les tissus.  

Il est largement connu que l’axe dorso-ventral est organisé par l’activité de BMP4 

et la voie de signalisation Wnt/ß-caténine. Les travaux de Nishinakamura en 1999 ont 

montré que l’activité de XSTAT3 est indépendante de BMP4 et de Xwnt-8. Il serait tout de 

même intéressant de confirmer que l’activité de STAT3 est indépendante de la voie Wnt, 

car une étude menée dans les embryons de poisson-zèbre a montré que STAT3 serait un 

cible transcriptionnel de la signalisation Wnt/ß-caténine (Lin et al., 2011). Cette 

information suggère que Stat3 aurait un lien avec cette voie de signalisation. Toujours 

dans l’article publié par Nishinakamura en 1999, les auteurs ont proposé que la 

signalisation de XSTAT3 antagonise la voie de Smad2. SMAD2 est un une protéine qui est 

activée par l’Activine, Vg1 ou Nodal (Schohl and Fagotto, 2002). Il serait donc 

intéressant de vérifier si l’activation de XSTAT3 inhibe l’activité dorsalisante de ces trois 

facteurs. Ceci pourrait expliquer les propriétés ventralisantes de ce facteur de 

transcription. Plusieurs questions peuvent ainsi surgir (figure 38) :  
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Figure 38 – Hypothèses pour les propriétés ventralisantes de XSTAT3. Trois 

hypothèses peuvent être envisagées pour expliquer les propriétés ventralisantes de 

XSTAT3. En vert : i) XSTAT3 activerait l’expression des gènes du mésoderme ventral. En 

rouge : ii) XSTAT3 inhiberait l’expression des gènes du mésoderme dorsal. En violet : iii) 

XSTAT3 pourrait activer et inhiber les gènes du mésoderme ventral et dorsal 

respectivement.  

  



 
98 

i) Est-ce que XSTAT3 active la transcription des gènes du mésoderme ventral et 

c’est pour cette raison que les embryons sont ventralisés ? 

ii) Est-ce que dans la région ventrale XSTAT3 participe à l’inhibition des gènes 

capables d’induire des tissus dorsaux ? 

iii) Est-ce que dans la région ventrale, XSTAT3 peut inhiber l’expression des gènes du 

mésoderme dorsal et activer les gènes du mésoderme ventral ?  

 

Les travaux de Nishinakamura ont également montré que lorsque XSTAT3 est 

converti en un répresseur dans la région ventrale, il y a formation d’un axe surnuméraire. 

De plus, des expériences de RT-PCR ont montré que la surexpression de ce mutant peut 

soit induire l’expression de Chordin qui est normalement éteinte dans la région ventrale, 

soit inhiber l’expression de Xvent qui est normalement exprimé dans cette même région. 

Ceci nous suggère deux hypothèses possibles. Soit, dans la région ventrale, XSTAT3 serait 

capable à la fois d’inhiber les gènes du mésoderme dorsale et d’induire l’expression des 

gènes du mésoderme ventrale. Soit ce mutant entre en compétition avec XSTAT3 

endogène en occupant les sites de liaison normalement occupés par XSTAT3 et la 

modulation de l’expression de Xvent et Chordin seront le résultat d’un effet indirect de la 

répression d’un facteur intermédiaire. Des expériences sont en cours pour vérifier cette 

hypothèse. En effet, nous avons surexprimé XStat3C dans la région de la calotte animale 

et nous avons découpé les explants au stade blastula. Des expériences de RT-qPCR 

seront ensuite réalisées au stade gastrula en utilisant les marqueurs du mésoderme 

dorsal (Goosecoïd, Chordin), ventral (Xwnt8, Ventx1/2) ou du tissu neural (Otx2). Des 

expériences d’hybridation in situ sur l’embryon entier, préalablement injecté dans les 

régions dorsale ou ventrale avec les ARNm Xstat3c ou Xstat3-k49r, pourront également 

être réalisées afin de vérifier les conséquences de l’expression spatiale de ces gènes 

marqueurs. Les résultats obtenus nous permettront de caractériser le type de tissus induits 

par STAT3 et les gènes dont l’expression serait modulée positivement ou négativement.  

!

!

!

!
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 3. Identification des gènes cibles de XSTAT3 in vivo au 

cours du développement embryonnaire 

Tous nos essais de luciférase ont été faits avec un promoteur composite 

comprenant quatre éléments de réponse aux protéines STAT placé en amont d’un 

promoteur minimal et du gène rapporteur luciférase. Il serait intéressant d’identifier les 

gènes cibles endogènes de XSTAT3 au cours du développement embryonnaire du 

xénope. Il a été montré que STAT3 joue un rôle crucial pour le maintien de la 

pluripotence des cellules souches embryonnaires (ESC) (Boeuf et al., 1997). En effet, 

STAT3 régule directement l’expression de Oct4 et Nanog en se liant à leur promoteur afin 

de maintenir l’état pluripotent et l’auto-renouvellement des ESC de souris (Do et al., 

2013). Chez le xénope, l’orthologue de Nanog n’a jamais été détecté. En revanche, il a 

été publié que chez l’amphibien les facteurs de la famille Ventx ont des fonctions 

similaires à celles de Nanog chez la souris. Au cours du développement embryonnaire 

du xénope, l’activité de ventx1/2 contrôle le passage de l’état indifférencié à l’état 

différencié, comme Nanog chez la souris (Scerbo et al., 2012). De plus, des données 

issues de Xenbase montrent que ces gènes sont exprimés uniquement à partir du stade 

8, moment où STAT3 devient transcriptionnellement active. Ainsi, ventx1/2 est un 

candidat possible pour être un gène cible de XSTAT3. En ce qui concerne Oct4, chez le 

xénope trois gènes homologues de ce gène ont été décrits : Xoct25, Xoct60 et Xoct91, 

formant le groupe XlPouV. Ces gènes sont exprimés spécifiquement dans les tissus 

ectodermique et mésodermique au cours de la segmentation et de la gastrulation. Ce 

profil d’expression est similaire à celui de XSTAT3 que j’ai décrit précédemment. Parmi les 

gènes du groupe XoctV, Xoct91 est le seul capable de restaurer la capacité d’auto-

renouvellement des ESC chez la souris, présentant ainsi la même propriété d’auto-

renouvellement que mOct4 de souris (Morrison and Brickman, 2006). De plus, des 

informations prises du site Xenbase montrent que Xoct25 et Xoct60 sont exprimés avant 

la transition blastuléenne, alors que Xoct91 commence à être exprimé seulement après 

la transition blastuléenne, c’est-à-dire au même moment où STAT3 devient 

transcriptionnellement active. Ainsi, comme pour ventx1/2, Xoct91 serait un gène cible 

envisageable pour XSTAT3. Le gène Socs-3 pourrait aussi être envisagé comme un gène 

cible. En effet, il est largement connu que Socs-3, un gène conservé parmi les vertébrés, 

est un gène cible de STAT3. Dans les embryons de Xenopus tropicalis, il a été montré que 

3 sites de liaison des STAT sont localisés dans le promoteur proximal de SOCS-3 (Kuliyev et 

al., 2005).  
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Figure 39 – Les conséquences de la surexpression de XSTAT3-YFSA au cours 

du développement embryonnaire. (A) La forme non phosphorylable de STAT3 

(STAT3* = STAT3-YFSA, en rose) forme des hétérodimères avec STAT3-Y705 endogène. Le 

mutant STAT3-YFSA séquestre la protéine STAT3 endogène dans le cytoplasme, 

empêchant ainsi son entrée dans le noyau. Par conséquent, l’activité transcriptionnelle 

de STAT3 diminue. (B) Des essais luciférase ont été réalisés sur des embryons injectés 

avec le rapporteur pTATA-TK-Luc-4xM67 (vert) et/ou avec l’ARNm de XStat3-yfsa (rose) 

(**p-value = 0,0004). (C) La surexpression de l’ARNm XStat3-yfsa (1 ng) dans la région 

ventrale de l’embryon n’induit pas de phénotype. (P : phosphorylation) 
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 4. L’inactivation XSTAT3, en modulant négativement sa 

phosphorylation, ne semble pas jouer un rôle dans la 

mise en place des axes embryonnaires  

 Les travaux d’Ohkawara ont montré que la surexpression dans la région dorsale 

d’un morpholino spécifique de XStat3 induit des problèmes de gastrulation et un axe 

antéro-postérieur raccourci (Ohkawara et al., 2004). Afin d’étudier les conséquences de 

la perte de fonction de STAT3 dans l’embryon, nous avons utilisé le double mutant STAT3-

YF-SA utilisé par Ohkawara dans les embryons de xénope. Pour rappel, le double mutant 

STAT3-YF-SA est une forme dominante négative sur la phosphorylation de STAT3 dans 

lequel les acides aminés tyrosine et sérine ont été remplacés par des acides aminés non 

phosphorylables. Il a été montré que la transfection de la construction STAT-YF dans les 

cellules rénales embryonnaires humaines, induit la diminution de l’activité 

transcriptionnelle de STAT3. Par ailleurs, dans ces travaux, les auteurs ont également 

montré que ce mutant est capable de former des hétérodimères avec STAT3 

endogène. En revanche, ils ne sont pas capables d’être transloqués dans le noyau ni de 

se lier à l’ADN (figure 39A) (Mohr et al., 2013). Nos analyses de luciférase dans les 

embryons de xénope ont montré que la surexpression du double mutant XSTAT3-YF-SA 

induit la diminution de l’activité transcriptionnelle endogène de XSTAT3 (figure 39B). La 

surexpression de ce mutant dans la région ventrale ou dorsale n’induit aucun 

phénotype, tous les embryons étaient normaux (figure 39C). Ces résultats suggèrent que 

ce double mutant ne semble pas se comporter comme un répresseur de XSTAT3, mais 

plutôt comme une forme inactivée de XSTAT3. Ainsi, au cours du développement 

embryonnaire, l’inactivation de XSTAT3 ne semble pas être impliquée dans la mise en 

place des axes. 

!

!

!

!

!
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Mutants de XSTAT3 EnR YFSA K49R 

Fonction Répresseur 

# Pas de phosphorylation 

# Pas de dimérisation 

# Séquestre STAT3 

endogène dans le 

cytoplasme 

 

Pas de 

méthylation 

sur K49 

Activité 
transcriptionnelle  

N.D. " " 

Phénotype  Double axe Pas de phénotype Double axe 

Gènes marqueurs du 
mésoderme dorsal 

! 
N.D. N.D. 

Gènes marqueurs du 
mésoderme ventral 

" 
N.D. N.D. 

 

Table 4 – Les conséquences de la surexpression des formes mutantes de 

XSTAT3 dans l’embryon de xénope. Tableau récapitulatif résumant les 

conséquences de la surexpression des différents mutants de XSTAT3. Dans les travaux de 

Nishinakamura l’activité transcriptionnelle de STAT3 dans les embryons injectés avec 

Stat3-EnR n’a pas été analysée. (N.D : non déterminé ; !: augmente ; ": diminue). 
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 5. XSTAT3 est méthylée sur les résidus lysine au cours de la 

gastrulation et la modulation de cette méthylation est 

impliquée dans la mise en place des axes 

embryonnaires 

Afin d’évaluer l’implication de la méthylation sur les résidus lysine dans l’activité de 

XSTAT3 au cours du développement, nous avons étudié les conséquences de la 

surexpression des mutants STAT3-K49R et STAT3-K140R décrits par G. Stark et ses 

collaborateurs. Nos résultats ont montré que la surexpression de ces deux formes non 

méthylables de STAT3, dans les régions ventrale ou dorsale affecte la mise en place des 

axes embryonnaires du xénope.  

La mutation ponctuelle sur le résidu K49, méthylé par EZH2, induit la diminution de 

l’activité transcriptionnelle endogène de XSTAT3, suggérant ainsi que ce mutant agit 

comme une perte de fonction de XSTAT3. Ces résultats sont cohérents avec les données 

de la littérature dans la mesure où il a été montré que la méthylation de ce résidu régule 

positivement l’activité transcriptionnelle XSTAT3 (Dasgupta et al., 2015; Yang et al., 2010). 

De plus, l’expression ventrale du mutant Stat3-k49r conduit à la formation d’un axe 

embryonnaire surnuméraire, rappelant le phénotype obtenu lors de l’injection de STAT3-

EnR. Ainsi, le résidu K49 serait important pour l’activité transcriptionnelle de XSTAT3 et 

pour la mise en place des axes embryonnaires. Inversement, la surexpression dorsale de 

la forme STAT3-K140R, normalement méthylée par SET9, induit des défauts antérieurs 

comparables à ceux obtenus lors de la surexpression de la forme constitutivement 

active de XSTAT3 (XSTAT3C). Ceci peut s’expliquer par le fait que la mutation de ce 

résidu régule positivement l’activité de STAT3, comme cela a été observé dans les 

cellules humaines (Yang et al., 2010). Des essais luciférase sont en cours afin de vérifier si 

dans les embryons de xénope, cette forme peut également réguler positivement 

l’activité transcriptionnelle endogène de XSTAT3.  

L’ensemble de ces résultats montre que lorsque le résidu K49 est muté, XSTAT3 

semblerait se comporter comme STAT3-EnR lors de la mise en place des axes 

embryonnaires. De plus, ces résultats suggèrent que, au contraire de la phosphorylation, 

la méthylation est une modification post-traductionnelle modulant la mise en place des 

axes embryonnaires (Table 4). Ainsi, nos travaux in vivo ont montré que la modulation 

fine des modifications post-traductionnelles de XSTAT3 est impliquée dans le contrôle de 

son activité et dans la mise en place des axes.!
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Figure 40 – XSTAT3 interagit avec XDSCR6 et XEZH2 au 

cours de la segmentation et au cours de la gastrulation. 

Des expériences de GST-pull down suivies d’un Western-Blot anti-

STAT3 ont été réalisées à partir d’extraits d’embryons non injectés. 

Ces embryons ont été pris aux stades 7 et 11,5. Ces résultats 

montrent que XSTAT3 interagit avec XDSCR6 et XEZH2 

indépendamment de son état de phosphorylation sur la tyrosine 

705 et de son activité transcriptionnelle.  

 

 

 

Figure 41 – Profi l  d’expression spatio-temporel de la protéine XEZH2 endogène. (A) Des 

analyses de Western Blot sur des embryons pris du début de la segmentation jusqu’à l’organogenèse. (B) 
Des expériences d’immunodétection sur des coupes d’embryons au stade 7, 8, 10 et 11 en utilisant les 

anticorps anti-EZH2 et anti-EZH2-S21. Au stade 7, la flèche indique la position du noyau positif pour XEZH2. 

D’autres expériences ont montré qu’à ce stade XEZH2 est également détectée dans les noyaux de 

l’hémisphère végétatif et de la zone marginale. Barre d’échelle : 100 µm. (PA : pôle animal ; PV : pôle 

végétatif ; V : ventral ; D : dorsal). 
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 6. XSTAT3 interagit directement avec XDSCR6 et XEZH2 via 

son domaine carboxy-terminal 

Un de nos objectifs était de confirmer l’interaction physique de XDSCR6 avec 

XSTAT3 et de caractériser le domaine permettant cette interaction. Nos résultats ont 

montré que XSTAT3, XDSCR6 et XEZH2 endogènes interagissent dans l’embryon au cours 

de la gastrulation. De plus, nos résultats ont montré que XDSCR6 et aussi XEZH2 

interagissent directement avec XSTAT3 par la région carboxy-terminale de XSTAT3 

contenant les domaines SH2 et TAD. Ce domaine SH2 est fondamental pour la 

phosphorylation, pour la dimérisation et pour l’activité transcriptionnelle des protéines 

STAT. Le domaine SH2 est privilégié pour l’interaction avec d’autres protéines, comme 

c’est le cas des kinases JAKs.  

Nous avons également cherché à savoir si cette interaction pouvait avoir lieu 

avant la gastrulation, au stade 7 par exemple, au moment où STAT3 n’est pas encore 

activée ni transcriptionnellement active. Nos données de GST-pull down ont montré une 

interaction au stade 7 et au stade 11,5 (figure 40). Ces résultats suggèrent 

qu’indépendamment de l’activité de XSTAT3, XDSCR6 et XEZH2 sont capables d’interagir 

avec cette protéine. Ainsi, l’interaction de XSTAT3 avec ses deux partenaires n’est pas 

dépendante de son état de phosphorylation sur la tyrosine 705, ni de son activité 

transcriptionnelle. De plus, comme j’ai décrit précédemment, au stade 7 la protéine 

XSTAT3 ne semble pas être méthylée sur les résidus lysine. Ainsi, cette interaction ne 

semble pas non plus être dépendante de la méthylation de STAT3 sur les résidus lysine. 

!

 7. XEZH2 et XSTAT3 sont présentes dans les mêmes feuillets 

embryonnaires 

Le profil d’expression spatio-temporel de XSTAT3 a montré que cette protéine 

endogène est présente dans le cytoplasme et dans les noyaux des trois feuillets 

embryonnaires au cours de la gastrulation. 

En ce qui concerne XEZH2, j’ai montré par Western Blot que cette protéine est 

détectée de manière constante tout le long du développement, dès le début de la 

segmentation jusqu’à l’organogenèse (figure 41A), comme XSTAT3. J’ai confirmé ces 

résultats par immunodétection. De plus, j’ai montré que XEZH2 est présente dans les trois 
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Figure 42 – Profil d’expression spatio-temporel de la protéine XDSCR6 

endogène et spécificité de l’anticorps anti-XDSCR6. (A) Des expériences 

d’immunodétection sur des coupes d’embryons au stade 7, 8, 9, 10 et 11 en utilisant 

l’anticorps anti-XDSCR6. (B) Expériences d’immunodétection sur des cellules NIH/3T3 

transfectées avec le plasmide codant pour 6-Myc-XDSCR6. (C) Expériences 

d’immunodétection sur des coupes d’embryons injectés avec l’ARNm de 6-myc-Xdscr6. 

Les anticorps anti-Myc et anti-XDSCR6 ont été utilisés en B et en C. (D) Expériences 

d’immunodétection sur des embryons injectés avec le Morpholino-Xdscr6 (MO). Le 

signal RLDX montre la région injectée. (E) Quantification de l’intensité de la fluorescence 

détectée sur le côté injecté (MO) et du côté non injecté (Contrôle) (p-value = 0,78). 

Barre d’échelle : 100 µm. (PA : pôle animal ; PV : pôle végétatif ; V : ventral ; D : dorsal). 
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feuillets embryonnaires du stade 7 au stade 12. En ce qui concerne la forme 

phosphorylée sur le résidu S21, elle n’est détectée qu’à partir de la fin de la 

segmentation et au cours de la gastrulation (figure 41B). Cette cinétique d’activation 

correspond à celle observée pour XSTAT3. Ceci renforce l’hypothèse dans laquelle EZH2 

devrait être spécifiquement phosphorylée sur le résidu S21 pour méthyler STAT3 et 

stimuler ainsi son activité transcriptionnelle.  

J’ai également dressé le profil spatio-temporel de la protéine XDSCR6. Dans le 

commerce, il n’y a pas d’anticorps conçu pour reconnaître cette protéine chez 

l’amphibien. Dans un premier temps, nous avons testé un anticorps commercial conçu 

pour reconnaître la protéine humaine. Malgré tous mes essais sur les coupes 

d’embryons, nous n’avons pas pu détecter de signal endogène spécifique pour 

XDSCR6. Ces résultats étaient relativement prévisibles dans la mesure où il y a très peu 

d’homologie pour ces protéines entre ces deux espèces. Pour cette raison, nous avons 

fait produire un anticorps anti-XDSCR6 spécifique de la protéine chez le xénope. J’ai mis 

au point tous les protocoles et j’ai pu montrer que cet anticorps détecte cette protéine 

en immunoprécipitation. Malheureusement, malgré tous mes essais, cet anticorps ne 

semble pas fonctionner en Western Blot. En revanche, en immunodétection, cet 

anticorps semble détecter la protéine. Comme nous pouvons voir dans la figure 42A, au 

stade 7 XDSCR6 ne semble pas être présente dans l’embryon. Elle ne serait détectée 

qu’à partir de la fin de la segmentation jusqu’à la gastrulation dans les trois feuillets 

embryonnaires. D’après mes résultats, XDSCR6 aurait une localisation cytoplasmique et 

nucléaire. Pour confirmer la spécificité de ce signal, j’ai transfecté des cellules 

fibroblastiques embryonnaires de souris, NIH/3T3, avec le plasmide 6myc-XDSCR6 et j’ai 

réalisé des expériences d’immunodétection. Dans les cellules transfectées, notre 

anticorps détecte XDSCR6, tandis que dans les cellules non transféctées, le signal est 

négatif (figure 42B). De plus, des expériences dans l’embryon de surexpression de 6myc-

XDSCR6 suivies d’une double immunodéctection anti-XDSCR6 et anti-myc montrent que 

le signal obtenu avec le marquage anti-XDSCR6 semble être plus important dans les 

cellules qui surexpriment une version étiquettée avec le polypeptide 6myc-XDSCR6 

(figure 42C). Le dernier contrôle de spécificité était l’injection du morpholino ciblant 

Xdscr6. Nous avons analysé le signal anti-XDSCR6 en immunodétection sur les cellules 

injectées et nous n’avons pas observé de différence avec les cellules non injectées 

(figure 42D et E). L’ensemble de ces observations suggère qu’effectivement cet 

anticorps serait capable de détecter la protéine XDSCR6 endogène, mais nous ne 
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pouvons pas être sûrs qu’il détecte uniquement cette protéine. Pour cette raison, nous 

n’avons pas inclus ces résultats dans la publication en préparation. 

!

 8. La modulation de l’activité méthyltransférase d’EZH2 

influence la mise en place des axes embryonnaires 

Les résultats présentés et discutés ci-dessus montrent que la régulation de la 

méthylation de XSTAT3 et plus particulièrement du résidu K49 méthylé par EZH2 pourrait 

être impliquée dans la mise en place des axes. Nous nous sommes donc intéressés à la 

fonction de cette méthyltransférase dans ces processus. 

Nous avons utilisé un mutant ponctuel, EZH2-H694L, dans lequel EZH2 est totalement 

dépourvu de ses propriétés de méthyltransférase. Nous avons montré que la perte de 

fonction de XEZH2 dans la région ventrale de l’embryon induit aussi la formation d’un 

axe surnuméraire. Ceci suggère que la régulation de la fonction méthyltransférase 

d’EZH2 est importante pour la mise en place des axes.  

!

 9. XSTAT3 requiert l’activité de la méthyltransférase EZH2 

pour être méthylée et transcriptionnellement active 

Nos résultats ont montré que la surexpression du mutant EZH2-H694L conduit à la 

diminution de l’activité transcriptionnelle de XSTAT3. Ensuite nous nous sommes 

intéressées à comprendre comment XEZH2 est capable de réguler positivement cette 

activité de XSTAT3. Nous avons montré que ce mécanisme ne met pas en jeu la 

phosphorylation ni la dimérisation de XSTAT3, car la surexpression de EZH2-H694L ne 

change ni l’expression de XSTAT3 ou de XSTAT3-Y705, ni leurs localisations subcellulaires. 

En revanche, la surexpression de ce mutant diminue la méthylation de XSTAT3 sur ses 

résidus lysine. Nous avons ainsi proposé un mécanisme par lequel XSTAT3 nécessite 

l’activité méthyltransférase de XEZH2 pour être méthylée et transcriptionnellement 

active. Comme nous avons vu dans l’introduction, un mécanisme similaire a déjà été 

observé et décrit dans les cellules humaines cancéreuses du côlon ou des 

glioblastomes. Dans ces lignées, il a été montré qu’en fonction la méthyltransférase qui 

méthyle STAT3, l’activité de cette protéine pourrait être soit inhibée soit activée. Par 
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exemple, la méthyltransférase SET9 méthyle STAT3 sur le résidu K140 dans le noyau, une 

fois que STAT3 fixée sur le promoteur de ses gènes cibles. Cette méthylation rend STAT3 

inactive (Yang et al., 2010). En revanche, lorsque STAT3 est méthylée par EZH2 sur les 

résidus K49 et K180, ce facteur de transcription sera actif. La méthylation du résidu K49 a 

lieu après la phosphorylation sur le résidu Y705, la dimérisation et l’entrée de STAT3 dans 

le noyau (Dasgupta et al., 2015), tandis que la méthylation sur le résidu K180 se produit 

dans le cytoplasme avant la phosphorylation de STAT3 (revoir figure 35) (Kim et al., 2013). 

A l’heure actuelle, nous ne disposons pas des outils nécessaires pour établir le profil 

spatial de STAT3 méthylée sur les résidus lysine chez l’amphibien. En effet, les anticorps 

qui permettent de détecter chaque résidu lysine méthylé ne sont pas commercialisés. 

Cependant il serait tout de même intéressant de vérifier si chez l’amphibien XSTAT3 est 

méthylée dans le noyau ou dans le cytoplasme et avant ou après la phosphorylation. Le 

fait que STAT3 soit éventuellement méthylée au moment où cette protéine devient 

phosphorylée et active, pourrait suggérer que STAT3 requiert peut-être la 

phosphorylation pour être méthylée, mais cela ce n’est qu’une corrélation, nous ne 

pouvons rien conclure. 

!

 10.  La modulation de la phosphorylation sur le résidu S21 

d’EZH2 modifie la mise en place des axes 

embryonnaires 

Dans les cellules des mammifères, il a été montré que la méthyltransférase EZH2 

méthyle non seulement l’histone H3K27, mais également des facteurs de transcription 

comme STAT3 ou GATA4 (GATA Binding Protein 4). Comme nous avons vu, la 

méthylation de H3K27 conduit à la répression de la transcription de certains gènes. En 

ce qui concerne les facteurs de transcription, des expériences réalisées dans le cœur 

fœtal de souris ont montré que EZH2 interagit et méthyle directement GATA4 pour 

inhiber son activité transcriptionnelle (He et al., 2012). A l’inverse, la méthylation d’EZH2 

sur STAT3 a plutôt un rôle positif sur son activité transcriptionnelle (Dasgupta et al., 2015; 

Kim et al., 2013; Yang et al., 2010). Les travaux de Kim et de ses collaborateurs, en 2013, 

ont montré que EZH2 doit être spécifiquement phosphorylée sur le résidu S21 pour 

pouvoir méthyler précisément STAT3 sur ses résidus lysine, et permettre ainsi son 

activation. De plus, lorsque EZH2 est phosphorylée sur S21, la méthylation de l’H3K27 

diminue. Ces travaux ont démontré une double fonction d’EZH2 : elle peut méthyler 
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Figure 43 – Modèle explicatif pour les propriétés ventralisantes de XSTAT3 

régulées par la méthylation de XEZH2. Modèle proposé fondé sur les hypothèses sur 

la régulation par XEZH2 de l’activité de XSTAT3. (A gauche) En absence de 

phosphorylation sur S21 (par la surexpression de Ezh2-s21a), EZH2 ne serait pas capable 

de méthyler STAT3 sur les résidus lysine et par conséquent cette protéine sera inactive. 

Dans ce cas les embryons seront dorsalisés. (A droite) Dans le cas où la phosphorylation 

de S21 est mimée (par la surexpression de Ezh2-s21d), EZH2 pourrait méthyler STAT3 sur les 

résidus lysine et par conséquent cette protéine sera active. Les embryons seront alors 

ventralisés. (S21 : résidu sérine 21 ; Me : Méthylation) 
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H3K27 et dans ce cas la transcription de certains gènes cibles est inhibée ; ou alors elle 

peut méthyler STAT3 ce qui permet son activation. Ainsi, ce résidu S21 permet de cibler 

spécifiquement la voie dans laquelle EZH2 méthyle exclusivement le facteur de 

transcription STAT3.! 

Nos travaux ont montré que la surexpression du mutant perte de fonction sur le 

résidu S21 d’EZH2, EZH2-S21A, dans la région ventrale de l’embryon conduit à la 

formation d’un axe surnuméraire. En revanche, la surexpression de la forme 

constitutivement active d’EZH2 sur ce résidu, EZH2-S21D, conduit à la formation 

d’embryons avec des problèmes antérieurs. Ces résultats suggèrent que la régulation de 

la phosphorylation d’EZH2 sur le résidu S21 peut avoir une influence dans la mise en 

place des axes embryonnaires. Nous n’avons pas encore testé l’effet de ces mutations 

ponctuelles du résidu S21 sur la régulation de la méthylation de XSTAT3 dans les 

embryons de xénope. Dans les cellules de glioblastomes, il a été montré que la 

surexpression d’EZH2-S21A diminue la méthylation de STAT3 sur les résidus lysines, alors 

que la surexpression d’EZH2-S21D l’augmente. Des expériences supplémentaires sont 

ainsi requises afin de vérifier si dans les embryons d’amphibien ces effets sur la 

méthylation de XSTAT3 sont conservés. Nous pourrions surexprimer dans l’embryon 

l’ARNm codant pour ces deux formes mutantes et réaliser ensuite des expériences 

d’immunoprécipitation. Dans le cas où les résultats de ces expériences sont en accord 

avec ceux publiés, ceci nous permettra de suggérer que quand EZH2 n’est pas 

phosphorylée, STAT3 ne pourrait pas être méthylée sur certains résidus lysine essentiels 

pour son activité et par conséquent cette protéine ne serait pas activée. Dans ce cas, 

les embryons seront dorsalisés. A l’inverse, lorsque on mime la phosphorylation d’EZH2, 

STAT3 serait méthylée, donc par conséquent elle sera transcriptionnellement active. 

L’activation de XSTAT3 pourrait entraîner la ventralisation des embryons (figure 43). Pour 

renforcer ces résultats, nous pourrions réaliser des expériences de RT-qPCR et vérifier les 

conséquences de cette activation ou inhibition d’EZH2 sur les gènes marqueurs du 

mésoderme dorsal/ventral. Ces résultats apporteront ainsi plus d’informations sur la 

régulation de STAT3 et EZH2 au cours du développement embryonnaire. En effet, ils 

pourront suggérer que l’activité méthyltransférase de XEZH2 pourrait contribuer aux 

propriétés ventralisantes de XSTAT3.  

!

!
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Figure 44 – Représentation schématique pour expliquer les hypothèses 

concernant le mécanisme d’inhibition de XDSCR6 sur l’activité de XSTAT3. La 

surexpression de Xdscr6 n’empêche pas XSTAT3 d’être phosphorylée sur la tyrosine 705 

(1), de former un dimère (2) ni de rentrer dans le noyau (3). XDSCR6 pourrait empêcher 

STAT3 de se lier à l’ADN (4). XDSCR6 pourrait réguler négativement le recrutement des 

cofacteurs qui permettent d’activer la transcription (5). (P : phosphorylation) 
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 11.  XDSCR6 inhibe l’activité transcriptionnelle de STAT3 en 

interférant avec son état de méthylation 

Nous avons montré que XSTAT3 et XDSCR6 interagissent directement. De plus, nos 

analyses phénotypiques suggèrent l’existence d’un antagonisme fonctionnel entre ces 

deux protéines. Nous avons ensuite étudié le mécanisme de régulation XDSCR6 et 

XSTAT3. Par des essais luciférase, nous avons montré que la surexpression de Xdscr6 

inhibe l’activité transcriptionnelle endogène de XSTAT3 au cours de la gastrulation, ce 

qui suggère que XDSCR6 serait un inhibiteur de ce facteur de transcription. Ensuite, nous 

nous sommes intéressés à comprendre comment XDSCR6 est capable d’inhiber cette 

activité. Nous avons montré que XDSCR6 ne joue pas un rôle sur la cinétique 

d’expression de XSTAT3 ni sur sa phosphorylation sur la tyrosine 705. De plus, XDSCR6 ne 

joue aucun rôle sur la localisation subcellulaire de XSTAT3 et de sa forme activée XSTAT3-

Y705. En revanche, la surexpression de Xdscr6 induit la diminution de la méthylation de 

XSTAT3 sur les résidus lysine. Ces données nous permettent d’émettre plusieurs 

hypothèses pour comprendre l’influence de XDSCR6 sur STAT3 :  

1) XDSCR6 pourrait empêcher la formation de dimères de STAT3 ;  

2) XDSCR6 pourrait modifier la localisation subcellulaire du dimère STAT3, en 

empêchant sa translocation dans le noyau ;  

3) XDSCR6 pourrait réguler négativement la liaison de XSTAT3 à l’ADN ;  

4) XDSCR6 pourrait jouer un rôle au moment où X STAT3 entre en contact avec 

des cofacteurs qui lui permettent d’activer la transcription.  

 

Il est admis que STAT3 phosphorylée sur la tyrosine 705 ne peut être localisée dans 

le noyau que sous forme de dimère, en effet, cette phosphorylation est liée à la 

dimérisation qui est un prérequis à l’import nucléaire (Harrison, 2012). Nous avons montré 

par immunohistochimie que le marquage nucléaire XSTAT3-Y705 n’est pas modifié dans 

des cellules qui surexpriment XDSCR6. Ces résultats nous suggèrent donc que nos deux 

premières hypothèses sont peu probables. De plus, nos résultats d’immunodétection 

suggèrent que XDCR6 serait présente dans le noyau. Ainsi, l’inhibition de XDSCR6 sur 

XSTAT3 aurait lieu probablement dans le noyau (figure 44). 
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Il serait intéressant d’analyser l’activité transcriptionnelle de XSTAT3 sur un de ses 

gènes cibles endogènes et tester si XDSCR6 régule cette activité transcriptionnelle en 

modulant la capacité de XSTAT3 à induire l’expression de ses gènes cibles. Si les 

expériences proposées ci-dessus nous permettent d’identifier des gènes cibles 

endogènes de XSTAT3, nous pourrions utiliser une construction où le(s) promoteur(s) de 

Xoct91, Socs-3 ou ventx1/2 sera cloné en amont du gène rapporteur luciférase. D’une 

part, nous pourrions alors tester si XSTAT3 module l’expression de Xoct91 chez 

l’amphibien et d’autre part, nous pourrions co-injecter les embryons avec cette 

construction et avec l’ARNm Xdscr6, afin de voir si XDSCR6 est capable d’interférer avec 

l’activité de XSTAT3 au niveau de ce(s) promoteur(s). Afin de tester si XDSCR6 régule 

négativement le recrutement de XSTAT3 à l’ADN au niveau de ces promoteurs, des 

expériences d’immunoprécipitation chromatinienne sont également possibles. Elles 

seraient menées : i) sur des embryons contrôles de façon à déterminer si XSTAT3 est 

effectivement capable de lier le promoteur de Xoct91 et de Ventx1/2 ; ii) sur des 

embryons surexprimant XDSCR6 dans la région de la calotte animale pour voir si le 

recrutement de XSTAT3 à l’ADN a été perturbé. Cette expérience nous permettra de 

savoir si XDSCR6 interfère avec la liaison de XSTAT3 à l’ADN sur ses gènes cibles 

endogènes. Une autre expérience possible pour tester cette hypothèse est la réalisation 

d’un retard sur gel (EMSA) à partir d’extraits embryonnaires avec des oligonucléotides 

contenant les sites de liaison pour XSTAT3 et les anticorps anti-STAT3 et anti-XDSCR6. Dans 

un premier temps la liaison de XSTAT3 sur ces oligonucléotides sera détectée, ce qui 

entraîne un retard sur gel. Ensuite nous rajouterons l’anticorps anti-STAT3 et nous!

regarderons si nous avons un retard plus important sur le gel («supershift »). Enfin, nous 

rajouterons l’anticorps anti-XDSCR6 et nous regarderons si nous avons un deuxième 

supershift ou pas. Dans le cas où le supershift est détecté, cela voudrait dire qu’il y a la 

formation d’un complexe XSTAT3-XDSCR6 à l’ADN. Dans le cas contraire, cela signifierait 

que XDSCR6 n’interfère pas avec XSTAT3 lorsque XSTAT3 est déjà liée à l’ADN.  

!

!

!

!
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Figure 45 – Représentation schématique pour expliquer les trois hypothèses 

concernant le mécanisme d’inhibition de XDSCR6 sur la méthylation de 

XSTAT3. Dans les conditions normales, EZH2 phosphorylée sur le résidu S21 est capable 

de méthyler STAT3 sur les résidus lysine et par conséquent d’induire son activation. En 

présence de XDSCR6, la méthylation et l’activité transcriptionnelle de XSTAT3 diminuent. 

Trois scénarios sont envisageables pour expliquer cet antagonisme : i) XDSCR6 agit sur 

XEZH2, soit en intéragissant directement avec XEZH2, soit en interférant avec un 

modulateur de XEZH2, ce qui l’empêcherait de méthyler XSTAT3 ; ii) XDSCR6 agit comme 

une déméthylase et déméthyle XSTAT3 ; iii) XDSCR6 interagit avec une déméthylase et 

qui à son tour va déméthyler XSTAT3. (S21 : résidu sérine 21 ; Me : Méthylation) 

  



 
109 

 12.  XDSCR6 régule négativement l’activité de XEZH2 et de 

XSTAT3 

Nos travaux ont montré que XDSCR6 régule négativement l’activité 

transcriptionnelle de XSTAT3 en interférant avec sa méthylation sur les résidus lysine. Nous 

avons également montré que XEZH2 est requis pour la méthylation et pour l’activité 

transcriptionnelle de XSTAT3. Une question importante se pose : comment XDSCR6 est 

capable de réguler négativement l’activité de XSTAT3 ? Nous pouvons imaginer trois 

scénarios (figure 45) : 

i) XDSCR6 interfère avec l’activité de XEZH2 et par conséquent l’activité de 

XSTAT3 est diminuée ; 

ii) XDSCR6 agit comme une déméthylase et déméthyle XSTAT3 ;  

iii) XDSCR6 interagit et active une déméthylase, qui à son tour déméthyle XSTAT3 ; 

 

Les travaux de l’équipe ont montré que l’activité répressive de XEZH2 est inhibée 

par XDSCR6. Dans ce cas, c’est l’activité de la modification des histones médiée par 

XEZH2 qui est ciblée. XDSCR6 interfére négativement avec la formation des polycomb 

bodies, décroche les PcG de la chromatine et permet de lever ainsi la répression sur 

certains gènes. Ceci a été montré in vivo notamment sur le gène mésodermique dorsal 

Goosecoïd (Li et al., 2013).  

Nous pouvons ainsi imaginer que XDSCR6 serait capable d’inhiber l’activité de 

XSTAT3 en en interférant avec l’activité de XEZH2. Afin de confirmer cette hypothèse, 

nous sommes en train de réaliser des expériences de co-injection en utilisant les ARNm 

codant pour Xdscr6 et Ezh2-s21d. Comme je vous ai décrit dans ce manuscrit, la 

surexpression de Ezh2-s21d dans la région dorsale induit la formation d’embryons avec 

des problèmes antérieurs. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que ce mutant 

phosphomimétique soit capable de méthyler STAT3 et d’activer ce facteur de 

transcription. Comme nous avons proposé, l’activation de XSTAT3 conduit à la 

ventralisation des embryons. Compte tenu du fait que XDSCR6 présente des propriétés 

dorsalisantes, nous pouvons imaginer que la co-injection des deux ARNm (Ezh2-s21d et 

Xdscr6) pourrait restaurer le phénotype induit par Ezh2-s21d et conduire à la formation 

d’embryons normaux. Nous avons d’autres éléments qui renforcent cette hypothèse. Les 

travaux de l’équipe ont montré que le motif WRPW de XDSCR6 est nécessaire à 

l’interaction avec XEZH2 et est suffisant pour induire les propriétés dorsalisantes de 
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Figure 46 – XDSCR6m interagit avec XSTAT3. Des expériences de co-

immunoprécipitation réalisées sur des embryons au stade gastrula co-injectés avec         

6myc-Xdscr6 et Xstat3-Flag (1) ou avec 6-myc-XDSCR6m et Xstat3-flag (2). Ces 

expériences ont été suivies d’un Western blot en utilisant l’anticorps anti-FLAG, 

permettant ainsi de détecter STAT3-FLAG (flèche). Dans le mutant XDSCR6m, le motif 

WRPW est muté sur deux acides aminés – WRSG. XSTAT3 est capable d’interagir avec 

XDSCR6 même si le motif WRPW est muté.  

 

 

 

 

 

 

Figure 47 – La surexpression de XDSCR6 ne diminue pas la phosphorylation de 

XEZH2 sur le résidu S21. (A) Des expériences d’immunodétection réalisées à partir de 

coupes d’embryons au stade 10,5 préalablement injectés avec l’ARNm de Xdscr6-myc. 

Le marquage α-EZH2-S21 montre que XEZH2 est phosphorylée sur le résidu S21 dans les 

noyaux au stade gastrula. (B) Quantification de l’intensité de la fluorescence détectée 

sur les noyaux des cellules négatives (-) ou positives (+) pour XDSCR6-Myc. La 

surexpression de Xdscr6-myc ne change pas la localisation ni la quantité de XEZH2 

phosphorylée sur le résidu S21 (p-value = 0,28).  
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XDSCR6. Nos travaux ont montré que le mutant de XDSCR6 (XDSCR6m dans lequel le 

motif WRPW est muté) interagit avec XSTAT3 (figure 46), ce qui suggère que le motif 

WRPW n’est pas nécessaire à cette interaction. Ainsi, ces résultats suggèrent que le motif 

WRPW est requis pour l’interaction avec XEZH2, mais pas avec XSTAT3. En revanche, par 

des essais luciférase, l’utilisation du mutant XDSCR6m a montré que ce motif est requis 

pour les propriétés antagonistes de XDSCR6 sur l’activité transcriptionnelle de XSTAT3. 

L’ensemble de ces résultats suggère que XDSCR6 pourrait peut-être inhiber l’activité de 

XSTAT3, en interférant négativement avec le processus de méthylation de XSTAT3 par 

XEZH2.  

Il nous reste à découvrir comment XDSCR6 inhibe l’activité de XEZH2. Nos travaux 

ont montré que la surexpression de XDSCR6 ne modifie pas la quantité d’expression de 

XEZH2-S21 dans les embryons, comme nous pouvons voir dans la figure 47.  

L’hypothèse qui envisage le fait que XDSCR6 puisse agir comme une déméthylase 

est fort peu probable. En effet, dans cette protéine (123 acides aminés) aucun domaine 

fonctionnel qui puisse être relié à une activité déméthylase n’est présent.  

Il nous reste analyser la dernière hypothèse dans laquelle XDSCR6 pourrait recruter 

une déméthylase qui agirait sur la méthylation de XSTAT3. Il a déjà été montré que le 

résidu K140 de STAT3 peut être déméthylé par LSD1 dans des cellules humaines, ce qui 

permet l’activation de STAT3 (Yang et al., 2010). Chez le xénope, ce mécanisme n’a 

jamais été décrit. En revanche, il a été montré que l’homologue de cette déméthylase 

est présente dans le génome de Xenopus laevis et qu’elle est capable de déméthyler 

les résidus lysine de l’histone H3, comme chez les mammifères (Chen et al., 2007). Il serait 

donc intéressant dans un premier temps, de vérifier si cette déméthylase est capable 

d’enlever la métylation de STAT3 sur les résidus lysine. Pour cela nous pouvons 

surexprimer dans les embryons l’ARNm codant pour LSD1 et ensuite réaliser des 

expériences d’immunoprécipitation (en utilisant les anticorps anti-pan-methyl-lysine et 

anti-XSTAT3) à partir des extraits des embryons injectés. Par ailleurs, il serait intéressant de 

vérifier si XDSCR6 est capable d’interagir biochimiquement déméthylase LSD1. En 

revanche, dans les cellules humaines, cette déméthylation de STAT3 induit l’activation 

de cette protéine. Si ce même mécanisme est conservé chez le xénope, cela 

n’expliquerait pas le rôle d’antagoniste de XDSCR6 sur XSTAT3.  

Notre équipe avait recherché les partenaires de XDSCR6, par un crible de double-

hybride. Ce crible avait permis d’isoler XEZH2 comme partenaire de XDSCR6 mais aussi 
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Figure 48 – XDSCR6 interagit avec JARID2 et RING1. Des expériences GST-pull 

down suivies d’un Western Blot anti-myc. (A) Les expériences de GST-pull down ont été 

réalisées à partir d’embryons non injectés (contrôle) ou préalablement injectés avec 

6myc-Xdscr6. Aucun signal n’est détecté pour les embryons contrôle. En revanche, 

XDSCR6-MYC est retenu spécifiquement par la matrice GST-JARID2, montrant qu’il y a 

une interaction entre XDSCR6 et GST-JARID2. (B) Aucun signal n’est détecté pour les 

embryons contrôle (non injectés). Les extraits protéiques des embryons injectés avec 

l’ARNm de Ring1-myc sont retenus spécifiquement par la matrice GST-XDSCR6 montrant 

ainsi une interaction entre RING1 et GST-XDSCR6.  
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les protéines JARID2, RING1 et SETDB1. Les interactions entre XDSCR6 avec EZH2, JARID2 

ou RING1 ont été confirmées par des expériences de GST-pull down ou de co-

immunoprécipitation (figure 48). 

JARID2 appartient à la famille Jumonji. Cependant, au contraire des autres 

membres de cette famille, Jarid2 n’a pas d’activité déméthylase. Il a été montré que 

cette protéine module l’activité de PRC2. En effet, les auteurs ont proposé que JARID2 

serait d’abord méthylée par PRC2 pour ensuite participer au dépôt de la marque 

H3K27me3 au cours de la différenciation des cellules souches embryonnaires (Sanulli et 

al., 2015). Au cours du développement embryonnaire du xénope, des expériences 

d’injection d’un morpholino spécifique de Jarid2 ont montré que cette protéine est 

nécessaire à l’activation des gènes clés de la gastrulation, comme Xwnt8a, Xbra et 

Xnot. De plus, la déplétion de Jarid2 conduit aussi à des défauts de différenciation, ce 

qui suggère que cette protéine serait importante pour la transition de l’état pluripotent à 

l’état différencié des cellules (Peng et al., 2009). 

Nous pourrions donc émettre l’hypothèse d’un mécanisme dans lequel XDSCR6 

interagirait avec JARID2 pour moduler l’activité enzymatique de XEZH2 et par 

conséquent l’activité de XSTAT3. Des expériences sont ainsi envisageables afin d’évaluer 

la contribution de JARID2 dans la régulation de XDSCR6 sur XSTAT3. Dans un premier 

temps, des expériences de co-immunoprécipitation pourront être réalisées afin de 

vérifier si au cours du développement embryonnaire les protéines XDSCR6, XEZH2 et 

JARID2 interagissent. Des expériences de GST-pull down in vitro pourront être réalisées 

également afin de vérifier si ces interactions sont directes. Par ailleurs, des études 

fonctionnelles pourront être analysées. Pour cela, nous pourrions surexprimer l’ARNm de 

Jarid2 dans l’embryon et réaliser des expériences d’immunoprécipitation afin de vérifier 

si la méthylation de STAT3 sur les résidus lysine est modifiée. Ces expériences 

permettraient d’évaluer la contribution de XDSCR6 et JARID2 sur la régulation de 

l’activité de XEZH2 et XSTAT3. 

Il serait également intéressant de réaliser le même type d’expériences avec les 

partenaires RING1 et SETDB1. Nous avons vu que Ring1 est un membre du groupe PRC1 

et ubiquitine l’histone H2A119. Chez le xénope, il n’y a pas beaucoup d’études 

concernant le rôle de cette protéine au cours du développement. Il existe une seule 

étude qui suggère que la surpression de Ring1 au stade 1 ou 2 cellules, n’aurait pas 

d’effets sur le développement (Satijn et al., 2001). SETDB1 (Set Domain Bifurcated 1) est 

une méthyltransférase qui triméthyle l’histone H3K9. Chez l’humain, cette modification 
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conduit à l’extinction de l’expression des gènes suppresseurs de tumeurs. Chez le 

xénope, aucune étude n’a été menée sur cette méthyltransférase. Avant de faire les 

expériences décrites ci-dessus, il faudra d’abord vérifier l’expression de Ring1 et SETDB1 

dans les embryons précoces. Nous avons déjà confirmé l’interaction avec Ring1 et 

XDSCR6. Si nous retrouvons également une interaction biochimique et fonctionnelle 

entre XDSCR6 et SETDB1 endogènes au cours de la gastrulation, ceci pourrait suggérer 

que la protéine XDSCR6 pourrait agir comme un régulateur plus général de l’activité des 

différentes méthyltransférases dans l’embryon de xénope.  

 

 

 

Comme je vous ai décrit dans l’introduction, XDSCR6 est également un membre de 

la famille RIPPLY. Certains homologues de XDSCR6 ont été étudiés, et des KO ont été 

analysés. Par exemple, les souris Ripply1-/- sont viables et fertiles et ne présentent pas de 

problèmes physiques évidents ni d’anormalités comportementales (Takahashi et al., 

2010). En revanche, les homozygotes Ripply2-/- meurent juste après la naissance avec 

des problèmes respiratoires. Au stade E18, ils présentent une queue et un axe du corps 

raccourcis, et des problèmes de malformations squelettiques, notamment lors de la 

formation de la colonne vertébrale (Chan et al., 2007). Enfin, les souris Ripply3-/- meurent 

également à la naissance mais avec des problèmes de cyanose. Ces mutants 

présentent des graves défauts dans le développement des artères et du cœur (Okubo 

et al., 2011). En revanche, la fonction de DSCR6 au cours du développement 

embryonnaire précoce de la souris, notamment pendant les stades préimplantatoires, 

n’a jamais été étudiée. 

Nos résultats antérieurs montrent que XDSCR6 régule négativement l’activité de 

XSTAT3 et XEZH2. Au départ, une partie de mon projet consistait à estimer si ce 

mécanisme moléculaire observé chez le xénope était conservé chez les mammifères 

notamment au cours du développement précoce chez la souris. En effet, les profils 
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Figure 49 – Immunodétection de STAT3 et EZH2 dans l’ovocyte et l’embryon 

précoce de souris. Des expériences d’immunodétection ont été réalisées sur des 

ovocytes I et des embryons au stade 8-16 cellules. Les anticorps anti-STAT3 et anti-EZH2 

détectent les protéines endogènes STAT3 et EZH2 respectivement. Ces protéines sont 

présentes dans les deux stades analysés. Dans les expériences sur témoin négatif, les 

anticorps primaires sont absents. HOECHST marquent l’ADN des cellules.  
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d’expression de STAT3 et EZH2 sont déjà caractérisés chez la souris : ces deux protéines 

sont présentes et actives au cours des stades précoces et ont un rôle dans le maintien 

de l’état pluripotent et prolifératif des cellules souches embryonnaires (Do et al., 2013). 

Tout d’abord, notre objectif était de dresser le profil d’expression de DSCR6 (du stade 

ovocyte jusqu’au stade blastocyste), qui actuellement est inconnu, et le comparer à 

ceux de STAT3 et d’EZH2. En collaboration avec Damien Cladière (équipe de Dr. Katja 

Wassmann : “Division cellulaire et ses points de contrôles”, UPMC ; CNRS UMR 7622) et 

Jane-Lynda Deuve (équipe de Dr. Vincent Galy : « C. elegans Hérédité et 

Développement » ; UPMC ; CNRS UMR 7622), nous avons commencé par mettre au 

point les protocoles nous permettant de visualiser STAT3, EZH2 et DSCR6 par 

immunodétection dans l’embryon préimplantatoire. Nos premiers résultats ont mis en 

évidence l’expression de STAT3 et d’EZH2 aux stades ovocyte I et au stade 8 cellules 

(figure 49) et sont en accord avec les données de la littérature. Malheureusement, par 

manque de temps, nous n’avons pas pu établir le profil d’expression de DSCR6. D’autres 

expériences étaient envisagées pour analyser le rôle de DSCR6 au cours du 

développement embryonnaire de la souris. Par exemple, un de nos objectifs était 

d’analyser les conséquences de la surexpression de DSCR6 sur l’activité de STAT3 et 

d’EZH2 et sur l’engagement cellulaire vers un destin particulier par immunodétection 

dans les embryons préimplantatoires.  

!

 

 

Au début de ma thèse, nous avions une troisième partie de mon projet qui 

envisageait de tester si le rôle antagoniste de XDSCR6 sur EZH2 et STAT3 était conservé 

au cours des processus oncogéniques. Nous avons initié certaines expériences, mais, 

faute de temps, je n’ai pas pu continuer ce projet.  

EZH2 est connue pour être surexprimée dans plusieurs cancers, tels que les cancers 

du sein, de la prostate ou encore des glioblastomes (Chase and Cross, 2011). Il a été 

montré que EZH2 régule positivement l’activité de STAT3 et contribue aux propriétés 

prolifératives des cellules souches cancéreuses de glioblastome (Kim et al., 2013).  
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Le facteur de transcription STAT3 régule l’expression de plusieurs gènes cibles y 

compris les régulateurs du cycle cellulaire, les facteurs angiogéniques et les gènes anti-

apoptose, favorisant ainsi la tumorigenèse. De plus, il est impliqué de manière récurrente 

dans de nombreux cancers chez l’Homme où son activité transcriptionnelle est 

augmentée, comme les leucémies ainsi que dans des nombreuses tumeurs solides, 

comme le cancer du poumon, du sein, du rein ou encore de l’ovaire (Carpenter and 

Lo, 2014).  

Le fait que DSCR6 puisse antagoniser les activités de STAT3 et EZH2 dans un 

contexte embryonnaire soulève la question de vérifier si DSCR6 aurait la même activité 

dans un contexte pathologique où STAT3 et EZH2 sont dérégulées.  

Très peu de choses sont connues actuellement sur une implication potentielle de 

DSCR6 dans les cancers humains. Des données fragmentaires suggèrent que l’ARNm 

Dscr6 est présent au cours du développement fœtal essentiellement dans les tissus 

cérébraux, rénaux et pulmonaires et chez l’adulte dans le foie, le poumon et le rein 

(Shibuya et al., 2000). Par ailleurs, la base de données COSMIC recense 67 échantillons 

cancéreux présentant des mutations somatiques de Dscr6 essentiellement dans des 

glioblastomes, des carcinomes viscéraux et des mélanomes. Il est à noter que 8 

mutations sur les 67 sont localisées dans ou à proximité du motif peptidique WRPW que 

nous avons montré comme étant crucial pour l’activité de DSCR6 au cours du 

développement embryonnaire. Dans ce contexte, la mutation de ce motif pourrait 

entraîner une perte de fonction de DSCR6 vis à vis de son activité antagoniste sur EZH2 

et STAT3 et aboutir notamment à une augmentation de l’activité de ces deux protéines. 

Il est déjà connu qu’une forme mutante constitutivement active de STAT3 (STAT3C) 

induit la transformation cellulaire de lignées fibroblastiques, mène à la formation de 

colonies en milieu semi-solide et à la formation de tumeurs lorsque ces cellules sont 

greffées dans des souris immunodéficientes (Bromberg et al., 1999). Afin de déterminer si 

DSCR6 peut influencer l’activité oncogénique de STAT3, nous avions généré des lignées 

fibroblastiques exprimant de!manière stable STAT3-C. Nous avions comme objectifs de 

comparer la capacité à former des colonies in vitro à partir de lignées établies 

exprimant soit STAT3C soit STAT3C et hDSCR6. Nous avions également prévu de tester 

l’influence de l’activité de EZH2 dans ce contexte après transfection des formes mutées 

EZH2-S21A et EZH2-S21D dans ces lignées. L’activité méthyltransférase d’EZH2 aurait pu 

également être inhibée par l’utilisation d’une drogue spécifique dont nous disposons au 

laboratoire. Enfin, nous voulions tester ces interactions fonctionnelles in vivo par greffes 
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orthotopiques de ces cellules dans des souris immudéficientes. La croissance tumorale et 

la survie cellulaire auraient été suivies analysées sur les animaux greffés. L’ensemble de 

ces expériences devait apporter des éléments de réponse quant à l’implication 

potentielle de la fonction de DSCR6 chez les mammifères et lors des processus 

oncogéniques.   
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Au cours des premières étapes du développement embryonnaire, des 

mécanismes épigénétiques et des régulations géniques par des facteurs de transcription 

permettent la formation d’un individu entier. L’étude des gènes impliqués dans 

l’établissement des feuillets primordiaux et des axes est essentielle pour comprendre le 

développement. Nous avons trouvé un gène, qui semble jouer un rôle crucial dans ces 

activités. Il s’agit du gène Xdscr6. Plus particulièrement, l’ensemble des travaux 

présentés dans ce manuscrit a mis en évidence un mécanisme original de régulation de 

XDSCR6 sur l’activité transcriptionnelle de XSTAT3. En effet, nous avons montré que 

XDSCR6 inhibe cette activité de XSTAT3 en interférant avec la méthylation de ses résidus 

lysine. De plus, la méthyltransférase XEZH2 semble intervenir dans ce mécanisme. J’ai 

montré l’importance de la bonne régulation des trois protéines dans la mise en place 

des axes embryonnaires. Nous avons ainsi décrit un mécanisme de régulation génique 

qui n’a jamais été mise en évidence au cours du développement embryonnaire.  

Nos travaux ont suggéré que XDSCR6 inhibe l’activité de XSTAT3 et de XEZH2 chez 

l’amphibien. La découverte d’un nouvel inhibiteur spécifique de STAT3 et d’EZH2, des 

protéines dont l’activité est très souvent dérégulée dans les cancers, pourrait être 

précieuse pour élaborer de nouvelles stratégies anti-tumorales.  

! !

Conclusion 
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