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Résumé 

Les éléments transposables (ETs) sont des séquences d'ADN mobiles retrouvées dans les 

génomes de toutes les espèces où ils ont été recherchés. Moteurs de l'évolution, ces éléments 

mobiles, présents en de nombreuses copies dans les génomes, ont joué un rôle majeur dans la 

dynamique des génomes en engendrant des mutations et des réarrangements chromosomiques. 

Néanmoins, étant des constituants majeurs des génomes, ils doivent être finement régulés 

dans le but de préserver l'intégrité génomique, et ainsi de conserver l'équilibre entre variabilité 

et stabilité des génomes. Afin de protéger l'information génétique de l'hôte transmise à la 

descendance, la régulation des ETs au niveau des gonades est effectuée par la voie des 

piRNAs, voie d'ARN interférent conservée chez les animaux. Bien qu'elle soit relativement 

bien décrite chez la drosophile et la souris, certaines étapes de cette voie restent encore 

incomprises. Durant ma thèse, exploré différents aspects de la biologie des clusters de 

flamenco. Le cluster de piRNAs

flamenco est le producteur majeur de piRNAs dans les cellules folliculaires des ovaires de 

Drosophila melanogaster. Tout d'abord, j'ai analysé les fenêtres spatio-temporelles de 

cluster de piRNAs flamenco tout au long du développement de la drosophile,

de l'embryon à l'âge adulte. Ensuite, j'ai recherché, in vivo, la séquence des transcrits de 

flamenco qui serait suffisante pour induire l'adressage d'un transcrit chimérique à la voie de 

maturation des piRNAs. J'ai également exploré l'impact de certains facteurs sur la prise en 

charge de transcrits artificiels par la voie des piRNAs. Enfin, je me suis intéressée à la 

régulation génique que pourraient effectuer les piRNAs provenant de flamenco dans les 

ovaires de drosophile en recherchant, par des approches bioinformatiques et de biologie 

moléculaire, les gènes potentiellement reconnus, et par conséquent, régulés par les piRNAs de

flamenco. L'ensemble de ces axes de recherche in vivo permettront d'avancer dans la 

compréhension de la biologie des clusters de piRNAs ainsi que sur les mécanismes 

moléculaires mis en jeu lors de la biogenèse des piRNAs chez la drosophile.





Abstract 

Transposable elements (TEs) are defined such as mobile DNA sequences found in genomes of 

all species where they were searched. As evolutionary drivers, these mobile elements, present 

in many copies in genomes, have played a major role in the genome dynamics by generating 

mutations and chromosomal rearrangements. Nevertheless, being major genome constituents, 

they must be finely regulated in order to preserve the genomic integrity, and thus, to maintain 

the balance between variability and stability of genomes. In order to protect the genetic 

information of the host transmitted to the offspring, the gonadal TE regulation is carried out 

by the piRNAs pathway, an interfering RNA pathway conserved in animals. Although this is

relatively well described in Drosophila and in mouse, some steps of piRNA pathway are still 

misunderstood. During my thesis, I explored various aspects of piRNA cluster biology, using 

the flamenco locus as a model. This piRNA cluster is the main piRNA producer in the 

follicular cells of Drosophila melanogaster ovaries. First, I analyzed the spatio-temporal 

windows of flamenco piRNA cluster expression throughout the Drosophila development, 

from embryo to adulthood. Then, I searched, in vivo, the flamenco transcript sequence that 

would be sufficient to induce the addressing of a chimeric transcript to the piRNA processing 

pathway. I also explored the impact of some factors on the management of artificial 

transcripts by piRNAs. Finally, I was interested in the gene regulation that flamenco-derived 

piRNAs could make in Drosophila ovaries by searching, through bioinformatics and 

molecular biology approaches, the potentially recognized genes, and therefore, regulated by 

flamenco piRNAs. All of these in vivo research axes will advance in the understanding of the 

biology of piRNA clusters as well as the molecular mechanisms involved in the piRNA 

biogenesis in Drosophila.
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Figure 1 : Le système Ds/Ac chez le maïs décrit par Barbara McClintock.
La coloration des grains de maïs dépend principalement du gène C (cadre violet) et de Ds
(rectangle rouge). Les grains de maïs sont violets à sauvage (A). Lors de la mobilisation
de ET Ds aidée par Ac, la coloration des grains de maïs devient alors jaune. En effet, la
mobilisation de Ds peut soit générer une cassure chromosomique avec perte du fragment
portant le gène C (B), soit altérer le gène C en dans ce dernier (C).
La présence de tâches violettes sur certains grains de maïs jaunes est due à une nouvelle
mobilisation de Ds (D). La mutation du gène C est alors reversée permettant de
reformer un gène C sauvage.
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Figure 2: La dysgénésie des hybrides.
femelle possédant I (dite « Inducer ») est croisée avec un mâle pas cet

ET (nommé « Reactive »), la descendance est fertile. Lors du croisement réciproque
femelle Reactive avec un mâle Inducer, la descendance présente la caractéristique stérile.
La stérilité des femelles issues du croisement précédent est en grande partie due à de
régulation de I.
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I. Les Génomes et les éléments transposables

procaryotes. Chez la bactérie E. Coli, les séquences IS furent identifiées comme étant 

galactose par James Alan Shapiro en 1969 (Shapiro 

et al.,1969). Puis en 1971, une autre séquence mobile, le transposon Tn1, a été identifiée 

comme conférant aux Pseudomonas aeruginosa

1971). Dès ETs furent découverts et caractérisés au sein des 

génomes procaryotes. 

Quelques années plus tard (1976) à Clermont-Ferrand, le généticien Georges 

Picard observa sement génétique 

entre deux populations de drosophiles : les mouches dites «Inducer» (I) et les mouches dites 

«Reactive» (R) (Picard et al., 1976). De façon surprenante, les femelles issues du croisement 

, alors que les femelles issues du croisement 

réciproque sont, quant à elles, fertiles (Figure 2)

due à la 

dysgénésie des hybrides, c'est-à-dire l'incompatibilité génétique entre deux souches de 

drosophiles due à un polymorphisme génétique. En effet, le facteur I a été identifié comme 

étant un ET présent chez les mouches I, et à contrario, absent chez les mouches R. Un an 

après cette découverte clermontoise, un autre exemple de dysgénésie des hybrides chez la 

drosophile, le système P-M, a été décrit par Kidwell et ses collègues. Ce système est 

également basé sur un polymorphisme génétique entre deux souches de drosophiles lié à la 

présence/absence d'un autre ET, appelé l'élément P (Kidwell et al., 1977). 

ses travaux furent 

reconnus par ses pairs qui lui décernèrent le prix Nobel de physiologie et médecine. 

Ultérieurement, différents projets de séquençage des génomes procaryotes et 

eucaryotes furent entrepris dans les années 90. Ces travaux ont notamment permis de mettre 

en évidence la présence universelle des ETs dans les génomes de toutes les espèces 

Enterocytozoon bieneusi (Parisot et al., 2014).



Rétrotransposons

Transposons à ADN

Rétrotransposons à LTR

Rétrotransposons sans LTR

LINES

SINES

Eléments
transposables

Figure 5: Classification des ETs proposée par Finnegan en 1989.

Figure 4: 
eucaryotes.

Pray, 2008.

Transposons à ADNRétrotransposons

Figure 3: considérée.
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Figure 6 : Mode de transposition des rétrotransposons et leurs structures.
A) Les rétrotransposons transposent sur un mode « copier-coller » grâce à un intermédiaire

ARN.
B) Structure des rétrotransposons à LTR composés du cadre de lecture gag (orange), du cadre

de lecture pol (rouge) et du cadre de lecture env (vert). De longues répétitions terminales
(LTR) (triangles noirs) encadrent ces séquences codantes.

C) Structure des rétrotransposons à LTR composés du cadre de lecture gag (orange), du cadre
de lecture pol (rouge). De longues répétitions terminales (LTR) (triangles noirs) encadrent
ces séquences codantes.

D) Structure des rétrotransposons non LTR de type LINES composés de deux cadres de lecture
: ORF1 en marron et ORF2 en bleu.

E) Structure des rétrotransposons non LTR de type SINES. Ces éléments ne sont pas
fonctionnels.

A

C

D

E

TnT1, copia, Ty

IAP, ZAM,
Idéfix

Alu

Transcription
ARN

Rétrotranscription

Insertion

ADN 





B

A

A

Insertion

Figure 7 : Mode de transposition des transposons à ADN et leurs structures.
A) Les transposons transposent de façon directe à de nouveaux sites chromosomiques selon un

processus « couper-coller ».
B) Les transposons à ADN sont constitués transposase (orange) encadrée par des

séquences inversées et répétées (ITR) représentées par des triangles rouges.

Excision
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 Certains rétrotransposons à LTRs possèdent un troisième cadre de lecture, le gène env,

qui code une polyprotéine composée de deux sous-unités : une protéine transmembranaire et 

une glycoprotéine de surface impliquée dans la reconnaissance des récepteurs cellulaires mise 

en jeu lors d'une infection virale (Lerat et Capy et al., 1999 ; Leblanc et al., 1997 ; Pélisson et 

al., 1994). Les rétrotransposons à LTRs possédant le cadre de lecture env les plus connus au 

sein des organismes modèles sont les éléments IAP présents chez la souris ainsi que les 

éléments Gypsy, ZAM et Idéfix qui sont, quant à eux, retrouvés chez la drosophile (Reuss et 

al., 1996 ; Leblanc et al., 1997 ; Pélisson et al., 1994 ; Desset et al., 2003). 

 Les rétrotransposons n'ayant pas de séquences LTR, comme les LINEs et les SINEs, 

sont constitués à leur extrémité 3' de séquences riches en adénosine. Certains de ces ETs sont 

encore potentiellement fonctionnels comme chez l'Homme (Brouha et al., 2003 ; Deininger, 

2011) et chez la drosophile. Les LINEs peuvent atteindre 4 à 7 kilobases et sont constitués des 

cadres de lecture codant une reverse transcriptase et une DNA endonucléase nécessaire à leur 

transposition (Figure 6D). Contrairement aux LINEs, les SINEs sont de taille plus modeste 

variant de 80 à 500 pb. Cette différence de taille est notamment expliquée par le fait que les 

SINEs ne possèdent pas le cadre de lecture codant la reverse transcriptase (Figure 6E). Par 

conséquent, 

rétrotransposition d'un autre ET. Le SINE le plus connu dans le génome humain est l'élément 

Alu. 

II. Les éléments de classe II  

 Les éléments de classe II sont appelés des transposons ou encore des ETs à ADN. Ils 

se déplacent selon une transposition dite « conservatrice » puisque la séquence ADN de l'ET 

est excisée, déplacée puis intégrée à un nouveau site génomique (Figure 7A). Ils représentent 

à eux seuls 3% du génome humain (Hellen et Brookfield, 2013). Néanmoins, l'augmentation 

du nombre de copies des éléments de classe II est rendue possible lorsque l'excision du 

transposon se produit suite à la réplication et que la néo-insertion de ce dernier est réalisée 

avant le passage de la fourche de réplication. C'est ainsi que, dans les années 1960, 

P a envahi le génome de D. melanogaster à partir d'une autre espèce, D. willistoni, dans un 

foyer d'Amérique centrale où ces deux espèces cohabitent (Daniels et al., 1990). 

Les éléments de classe II sont composés à leurs extrémités de séquences 

terminales spécifiques appelées ITRs pour "internal terminal repeats" (Figure 7B). Les 



Figure 8 : Mobilisation des ETs à la suite stress chez les végétaux.
Exemple de trois ETs réprimés (ET 1, ET 2 et ET 3) par des marques épigénétiques telles que la
méthylation de l'ADN dans des conditions normales chez un végétal (A). Lors stress
(biotique ou abiotique), les marques épigénétiques régulant 2 et 3 sont altérées (B).

des marques épigénétiques permet alors leurs expressions. Les ETs peuvent donc se
mobiliser afin de générer des mutations apportant un avantage sélectif face à cette nouvelle
situation (cas de 3). Néanmoins, suite à leurs expressions, certains ETs sont régulés post-
transcriptionnellement (cas de 2).
Figure adaptée de la figure 1 de Lanciano et Mirouze, 2018.

A

B

ET 1 ET 2 ET 3





MOTIF 1

Figure 10 : Alignement multiple de dix motifs conservés dans les protéines RAG1 et
dans les transposases des ETs Transib.
Figure adaptée de la figure 3 de Kapitonov et Jurka, 2005.

Figure 9 : Le stress thermique induit l'activation transitoire de la transcription des
ETs initialement réprimés chez A. thaliana.
A) Schéma de de stress thermique réalisée sur les écotypes Zurich (Zh) et

Colombia (Col-0).
B) Northern Blot réalisé à partir des ARNs extraits des plantes Zh ou Col-0 à la suite du stress

thermique (ITS) ou 2 jours après le stress thermique (ITS+2d). Détection des transcrits de
MULE à la suite stress thermique.

Figure adaptée des figures 2A et 3 de Tittel-Elmer et al., 2010.

Transpoase de 
transib

Protéines RAG1

Transpoase de 
transib

Protéines RAG1

Transpoase de 
transib

Protéines RAG1

MOTIF 2 MOTIF 3
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autoriseraient la mobilisation des ETs afin de s'adapter rapidement à leur nouvel 

environnement. Les dérégulations d'ETs les plus connues sont celle de l'élément Tnt1 chez le 

tabac dont l'expression peut être induite à la suite de stress biotique et abiotique (Beguiristain 

et al., 2001), celle de l'élément mPing chez le riz dont l'expression est activée en réponse au 

froid et à un stress salin (Yasuda et al., 2013), ou encore celles des éléments MULE et 

ONSEN chez Arabidopsis thaliana dont la transcription est activée lors d'un stress thermique 

(Figure 9) (Cavrak et al., 2014 ; Pecinka et al., 2010 ; Tittel-Elmer et al., 2010).  

 Par ailleurs, de nombreux gènes ont émergé chez les végétaux ainsi que chez les 

animaux grâce au processus de domestication des ETs (Volff, 2006). Ce processus 

moléculaire correspond à la création de néogènes à partir d'une séquence dérivant d'un 

élément transposable. De nombreux exemples de domestication d'ETs ont été décrits dans la 

littérature chez les eucaryotes, et plus particulièrement chez les mammifères. L'une des plus 

anciennes domestications d'ETs est celle de la transposase de l'élément Transib qui aurait eu 

lieu au sein du groupe monophylétique des Gnathostomes, il y a plus de 500 millions d'années 

(Figure 10) (Van Gent, Mizuuchi, et Gellert, 1996 ; Hiom et Gellert, 1998 ; Kapitonov et

Jurka, 2005). La protéine résultante de cette domestication est la protéine RAG1. Cette 

enzyme joue un rôle primordial dans la recombinaison V(D)J durant le développement des 

cellules lymphocytaires. En effet, cette recombinase permet la création d'un répertoire infini 

d'immunoglobulines. La domestication de la transposase de l'élément transib est donc à la 

base du développement de notre système immunitaire. Un autre exemple de domestication 

fréquemment cité est la domestication du gène rétroviral env (issus du rétrovirus endogène 

HERV-W) à l'origine de l'apparition des mammifères placentaires. Les gènes dérivant de la 

séquence env sont les protéines syncytines. Ces protéines sont responsables notamment de la 

fusion cellulaire des cellules de la membrane extra-

utérin maternel (Mi et al., 2000). Chez la souris, l'absence des protéines syncytines a pour 

conséquence d'induire un défaut placentaire létal. L'altération de la formation du placenta 

chez ces souris est due à l'absence de fusion des cellules trophoblastiques, qui est une étape 

préalablement requise pour la formation de la membrane extra-

(Dupressoir et al., 2009 ; Dupressoir et al., 2011). Ces expériences suggèrent donc que les 

syncytines sont des acteurs essentiels et nécessaires au développement du placenta. 

  concourent au maintien de la stabilité des génomes 

puisqu'ils participent au maintien structurel des chromosomes. Chez les eucaryotes, les 

, sont constitués de 



Figure 11: Répercutions engendrées par ET.
A) Conséquences des mutations germinales, des mutations somatiques précoces ou des

mutations somatiques tardives induites à la suite de la mobilisation ET.
Figure adaptée de https://kintalk.org/genetics-101/.

ET dans un gène peut engendrer divers effets comme la modification
de de transcrits du gène (B), la perturbation de la terminaison de la
transcription du gène (apparition de codons stop ou de queues polyA prématurés) (C)
ou encore la modification de du gène (D).
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séquences répétées en tandem. Ces extrémités sont maintenues intactes dans les cellules 

germinales grâce à une enzyme, la télomérase. Cependant, cette structure n'est pas universelle. 

télomériques sont composées de séquences alternées d'ETs : HETA, TART et TAHRE

(Biessmann et al., 1992 ; Casacuberta et Pardue, 2005 ; Melnikova, Biessmann et Georgiev, 

2005). Dans ce cas précis, la transcription des ETs et leur transposition permet d'assurer les 

fonctions télomèriques préservant ainsi la stabilité du génome de la lignée germinale des 

drosophiles (Biessman et Madson 1992 ; Levis et al., 1993). 

 Malgré la découverte de nombreux avantages que confèrent les ETs aux génomes 

hôtes, ces composants majeurs des génomes restent une menace constante pour ces derniers. 

II. Les éléments transposables, un f   

   Les ETs sont des agents mutagènes présents en grand nombre dans les 

génomes hôtes. Bien qu'ils ne soient pas tous fonctionnels, certains d'entre eux ont gardé leur 

capacité à se déplacer dans les génomes. A titre d'exemple, le génome humain est composé, 

environ, d'une centaine d'éléments LINE1 potentiellement fonctionnels (Brouha et al., 2003). 

Malgré la présence d'un contrôle fin de la régulation des ETs, on estime qu'un individu sur 

cinquante posséderait une nouvelle insertion de l'élément LINE1 dans son génome. Chez la 

souris, les insertions des ETs sont responsables d'environ 10% des mutations de novo

observées (Maksakova et al., 2006). 

Les conséquences liées à la 

, mais également en fonction de la cellule touchée 

(Figure 11). En effet, la transposition d'un ET au cours de la gamétogenèse n'aura pas le 

même impact que la transposition d'un ET au sein de cellules somatiques au cours du 

développement de l'individu.  

a) Conséquences liées à la mobilisation d'un élément transposable au sein des 

cellules somatiques

L'insertion aléatoire d'un ET au sein de cellules somatiques peut générer des 

mutations qui ne seront pas transmises à la descendance. Ces mutations peuvent être 

retrouvées, de façon clonale, au sein d'un petit groupe de cellules, mais aussi dans toutes les 

cellules composant un tissu/organe. La variation du nombre de cellules somatiques, dont le 



Figure 12 : Comparaison des séquences du gène ALL1 chez des patients atteints de
leucémie myéloïde aigüe.
Séquence d'ADN de trois patients atteints de leucémie myéloïde aigüe ayant une duplication en
tandem des exons 2 à 6 du gène ALL1. Les séquences ADN des patients sont comparées à celles
de cellules germinales. Les lignes verticales indiquent les sites d'homologie de nucléotide. Les
patients 101, 166 et 211 ont montré des signes de recombinaison entre les éléments Alu des
introns 6 et 1. Les séquences encadrées indiquent des régions d'homologie chevauchantes,
compatibles avec la formation d'hétéroduplexe lors de la recombinaison homologue.
Figure adaptée de la figure 3 de Strout et al., 1998.
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génome est affecté par l'insertion d'un ET, dépend du moment où la transposition a eu lieu. 

Les transpositions précoces d'ETs peuvent altérer le génome des cellules précurseurs pouvant 

aboutir à la création d'un lignage cellulaire aberrante, alors que la transposition tardive d'un 

ET au sein d'une cellule différenciée n'affectera que quelques cellules. Les insertions 

somatiques sont alors responsables de mosaïcisme puisque deux cellules ayant un génotype 

différent sont présentes au sein d'un même individu. La transposition d'ETs dans les cellules 

somatiques est plus fréquente que dans les cellules germinales (Hancks et Kazazian, 2012). 

Par ailleurs, les effets perturbateurs liés à la mobilisation d'ET ont été largement documentés 

dans les cellules somatiques.  

L'altération de gènes induite par l'insertion somatique d'un ET a initialement été 

mise en évidence chez le maïs par Barbara McClintock. En effet, elle avait pu démontrer,

grâce au système Ds/Ac, que les grains de maïs jaunes avec des tâches violettes traduisaient 

un mosaïcisme génétique lié à la transposition clonale de l'ET Ds. 

Chez l'Homme, le premier cas d'insertion somatique d'un ET a été identifié chez un 

patient atteint d'un cancer colorectal en 1992 par Miki et ses col

colorectaux est le plus souvent associée à l'altération de l'expression du gène APC, de l'anglais 

adenomatous polyposis coli. Le gène APC est un gène dit suppresseur de tumeur" puisqu'il 

code une protéine impliquée dans le processus prévenant l'inflammation pré-tumorale. 

ADN des cellules provenant de tumeurs colorectales a été comparé à celui des cellules 

-1 était inséré 

dans le gène APC des cellules tumorales (Miki et al., 1992). Cette insertion conduit à la 

création précoce d'un signal de polyadénylation altérant ainsi l'expression du gène APC. Dès 

, dont certains cancers, ont été associées

somatiqu ; Hancks et Kazarian, 2016).  

Présents en multicopies dans les génomes eucaryotes, les ETs peuvent également 

induire des réarrangements génomiques tels que des duplications, des délétions ou encore des 

inversions. En d'autres termes, lors de l'activation de la voie de réparation homologue, deux 

copies d'un même élément situées à deux localisations génomiques différentes pourront 

recombiner, et ainsi, générer des réarrangements chromosomiques plus ou moins importants. 

A titre d'exemple, différentes formes sévères de leucémies ont été associées à des 

réarrangements chromosomiques générés à la suite de recombinaisons somatiques entre les 

séquences Alu (Figure 12) (Strout et al., 1998 ; Caligiuri et al., 1998). 



Figure 13 : Analyses des mutations présentes dans le génome des mammouths de
Oimyakon et celui des mammouths de de Wrangel.
Comparaison du nombre de délétions génomiques (A), de gènes délétés (B) et de codons stop
prématurés (C) présents dans le génome des mammouths Oimyakon par rapport à celui des
mammouths de de Wrangel.
Adaptée de la figure 1 de Rogers et Slatkin, 2017.
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b) Conséquences liées à la mobilisation d'un élément transposable au sein des 

cellules germinales

Malgré une régulation fine des ETs au sein de cellules des tissus reproducteurs, 

certains ETs échappent aux différents mécanismes de contrôle mis en place par les cellules.

Contrairement aux mutations somatiques, les mutations germinales induites notamment lors 

de la transposition d'un ET sont transmises à la future descendance. Ces mutations sont alors 

retrouvées dans toutes les cellules de la progéniture. n ET peut 

 Les mutations germinales liées 

à la transposition des ETs peuvent ainsi mettre en péril la survie d'une espèce. 

L'un des meilleurs exemples de l'effet néfaste des ETs est celui du mammouth 

Wrangel. Récemment, le séquençage des génomes de deux spécimens de 

mammouths laineux a été réalisé (Palkopoulou et al. 2015). Le premier spécimen provient 

uite du séquençage génomique de ces deux spécimens, une 

nombreuses mutations telles que de multiples délétions touchant dans la grande majorité des 

gènes, une accum

codons-stops prématurés (Figure 13) (Rogers et Slatkin, 

observations tend à penser que ces altérations génomiques ont été induites par une activité 

massive des E

ces ETs aurait eu pour conséquence d'altérer, de façon trop importante, le génome des 

serait donc responsable de leur extinction.

ment de la descendance 

sont obtenues lors de la dysgénésie des hybrides engendrée par le ET P et l'ET I (Picard et al., 

1976 ; Kidwell et al., 1977). C'est notamment sur ce critère que de nombreuses protéines ont 

été identifiées comme impliquées dans la régulation des ETs. En effet, lorsque ces dernières 

sont mutées, les mécanismes de régulation des ETs ne sont plus fonctionnels laissant alors la 

possibilité aux ETs de transposer. La dérépression massive d'ETs est le plus souvent associée 

à la présence d'ovaires rudimentaires, ou quasi inexistants, conduisant à une stérilité. Chez la 



Figure 14 : Phénotypes mutants engendrés 
A) La différence de coloration entre les grains de raisin Cabernet et des grains de raisin du 

dans le promoteur du gène codant un 
pigment noir. Le promoteur est alors altéré.

B) Le phénotype albinos observé chez certains poissons Oryzias latipes
Tol1 

mélanine.
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drosophile, de nombreuses études ont pu confirmer qu'une augmentation du nombre 

Busseau et al., 

1998 ; Khurana et al., 2011).

L'insertion d'un ET dans les régions régulatrices d'un gène ou de son promoteur 

peut entraîner une modification spatio-temporelle de son expression

des grains de raisin des vignobles Chardon

 au niveau des fruits 

(Figure 14A). La conséquence de cette insertion est une inactivation de ce gène, et par 

conséquent, l'obtention d'une coloration jaune des grains (Lisch 2013). À 

e Copia au niveau de la région 

régulatrice du gène Ruby que les oranges sanguines sont apparues (Butelli et al., 2012). En 

effet, Ruby -

Ruby dans la chair du fruit. 

Une perte de fonction peut également être engendrée à la suite de l'insertion 

germinale d'un ET au sein d'un exon ou un intron. 

l'épissage alternatif du transcrit initial, de la création de sites de terminaisons précoces ou 

encore d'une perturbation du cadre de lecture du gène affecté (Cowley et Oakey, 2013 ; 

Elbarbary et al., 2016 ; Mita et Boeke, 2016). À 

LINE1 Chez 

Oryzias latipes, le poisson Madaka, l'ET Tol1 a été identifié comme étant responsable de 

certains cas d'albinisme (Koga, 1995). L'albinisme est une maladie pour laquelle l'individu ne 

synthétise plus la mélanine, un pigment noir (Oetting et al. 2003). En étudiant la population 

des poissons Medaka, des individus albinos sont spontanément apparus. L'analyse génomique 

de ces individus a démontré que trois allèles mutants étaient présents dans la population, et 

que tous étaient liés à la présence d'un transposon touchant l'expression du gène codant la 

tyrosinase, l'enzyme qui permet la synthèse de la mélanine (Figure 14B) (Koga et al. 1995; 

Koga et al. 1996). L'altération de l'expression de la tyrosinase est due à l'insertion de l'élément 

Tol1 dans le premier exon de ce gène. 

En comparant le génome des tomates rondes (Solanum lycopersicum) avec celui des tomates 



A B

TGS
PTGS

Figure 15 : Représentation des différents niveaux de régulation des ETs.
A) La régulation transcriptionnelle (TGS) consiste à la mise en place chromatine

inactive au niveau du promoteur empêchant des ETs.
B) La régulation post-transcriptionnelle (PTGS) consiste à dégrader les transcrits issus

actifs.
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ovales, les scientifiques se sont aperçus que la différence de morphologie entre ces deux 

sortes de tomates était notamment due à la mobilisation de l'ET Rider. En effet, la 

mobilisation de cet ET a eu pour conséquence de générer la duplication puis la translocation 

du gène IQD12 (Xiao et al., 2008). La surexpression du gène IQD 12 au niveau des fruits des 

 L'absence de régulation des ETs peut engendrer des effets néfastes sur un 

individu jusqu'à aboutir à l'extinction de l'espèce. En des millions d'années d'évolution, les 

ETs ont finement été contrôlés par les génomes des hôtes, atteignant ainsi l'équilibre entre 

variabilité des génomes et stabilité de ces derniers.  

Chapitre 2 : Les acteurs clés de la régulation des éléments transposables 

 Face au fort potentiel mutagène des ETs, les génomes hôtes ont développé divers 

mécanismes de défense afin de réguler finement l'activité des ETs, et ainsi, préserver la

balance entre la stabilité et la variabilité des génomes. Chez les eucaryotes, les ETs sont 

contrôlés tant au niveau transcriptionnel qu'au niveau post-transcriptionnel (Figure 15).

L'inhibition transcriptionnelle des ETs consiste à mettre en place une structure 

hétérochromatique au niveau de leurs promoteurs réprimant ainsi leur expression. La 

régulation post-transcriptionnelle consiste, quant à elle, à dégrader les transcrits des ETs 

actifs. Ces deux types de régulations utilisent le mécanisme d'ARN interférence dont les 

acteurs principaux sont des petits ARNs non codants et les protéines de la grande famille 

ARGONAUTE. Chez les animaux, les petits ARNs non codants sont répartis en trois grandes 

familles en fonction de leur taille : les miRNAs sont des petits ARNs non codants de 22 

nucléotides pris en charge par la protéine AGO1, les siRNAs font quant à eux 21 nucléotides 

et sont pris en charge par la protéine AGO2, et enfin les piRNAs, dont la taille varie entre 23 

et 29 nucléotides, sont chargés sur les différentes protéines appartenant à la sous-famille 

PIWI. Parmi les petits ARNs non codants, seuls les siRNAs (Chung et al., 2008 ; Czech et al., 

2008 ; Kawamura et al., 2008) et les piRNAs (Brennecke et al., 2007 ; Aravin et al., 2006) ont 

été décrits comme étant impliqués dans la répression des ETs. Cependant, il a récemment été 

observé que l'altération de la voie de miRNAs au sein des cellules folliculaires de l'ovaire de 

drosophile avait pour conséquence de diminuer la production de piRNAs responsables de la 

mise sous silence d'ETs suggérant un lien possible entre la voie des miRNAs et celle des 

piRNAs (Mugat et al., 2015). La voie des endosiRNAs est active dans toutes les cellules de 







Tableau 1 : Les protéines de la grande famille ARGONAUTE chez la
souris et la drosophile.

PIWIArgonautes

Ago1     Ago2     Ago3    Ago4

Ago1 

MIWI      MILI      MIWI2

HIWI                HIWI2
HIWI3              HIWI4 

Ago3          Aub          PiwiAgo2 

Liaison aux 
miRNAs

Liaison aux 
endosiRNAs Liaison aux piRNAs

Ago1     Ago2     Ago3    Ago4
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ubiquitaire (Peters et al., 2007 ; Hutvagner et Simard, 2008) et celle des protéines PIWI dont 

l'expression est restreinte aux cellules germinales, à l'exception des cellules folliculaires des 

ovaires de drosophile (Siomi et al., 2011). Une autre différence entre ces deux sous-familles 

est associée à la prise en charge des petits ARNs. En effet, les petits ARNs liés aux protéines 

Argonautes sont produits à partir de structure double brin alors que ceux liés aux protéines 

PIWI sont produits à partir de transcrits simples brins. 

Le nombre de gènes codant les protéines de la famille ARGONAUTEs sont différents 

en fonction des espèces (Tableau 1). A titre d'exemple, une seule protéine de la sous-famille 

Argonaute a été identifiée à ce jour chez Schizosaccharomyces pompe, alors que C. elegans

possède 27 protéines de la sous-famille Argonaute. Chez la souris, sept gènes 

ARGONAUTEs ont été identifiés : quatre d'entre eux codent des protéines de la sous-famille 

Argonautes (AGO1, AGO2, AGO3 et AGO4) et les trois autres codent des protéines de la 

sous-famille PIWI (MIWI, MILI et MIWI2). Les gènes codant les protéines AGO1, AGO2, 

AGO3 et AGO4 sont conservés chez l Homme et un gène supplémentaire codant une 

quatrième protéine de la sous-famille PIWI a été répertorié (HIWI1, HIWI2, HIWI3 et 

HIWI4). La drosophile possède, quant à elle, deux gènes codant des protéines de la sous-

famille argonaute (AGO1 et AGO2) et trois gènes codant des protéines de la sous-famille 

PIWI : les protéines Piwi, Aubergine (Aub) et AGO3. Ces trois protéines sont respectivement 

homologues aux protéines murines MIWI, MILI et MIWI2. 

B. Les endosiRNAs  

 Les siRNAs/endosiRNAs sont des petits ARN interférents ayant la capacité de se lier 

aux protéines de la sous-famille Argonaute. Leur voie de biogenèse est relativement bien 

conservée chez les eucaryotes. Elle a initialement été décrite comme une voie de défense 

contre l'invasion de matériels génétiques extérieurs notamment lors des infections virales. En

effet, de nombreuses études ont démontré que des petits ARNs étaient produits à partir des 

séquences étrangères puis chargés sur la protéine AGO2 dans le but d'exercer une régulation 

post-transcriptionnelle de ces derniers. En 2008, les petits ARNs provenant de têtes,  

d'embryons, d ovaires de drosophile et de drosophiles entières ont été séquencés. 

L'alignement des petits ARN de 21 nucléotides (siRNAs) ainsi séquencés sur le génome de 

Drosophila melanogaster a révélé que ces derniers pouvaient également être codés par le 

génome lui-même (Czech et al., 2008 ; Ghildiyal et al., 2008 ; Okamura et Lai, 2008). En 

effet, ces siRNAs s'alignent majoritairement sur des régions riches en ETs, sur des loci 



Locus A

Locus B

Transcription bidirectionnelle

Répétitions en orientation 
inverse ARN 

double brin

Dicer 2

Loqs

Dicer 2

Loqs

ARN  simple brin de 21 nts
endosiRNA

ARN 
double brin

de 21 nts

Ago 2

Ago 2

Ago 2

-me

Ago 2

-me

Figure 17 : La voie des endosiRNAs chez la drosophile.
La voie des endosiRNAs avec la formation double brin reconnus au niveau
du cytoplasme par la protéine DICER2 et son cofacteur Loquacious (Loqs). La protéine
DICER2 clive double brin en duplex de 21 nucléotides chargé sur la protéine AGO2
aidée de la protéine HSP90. Après la sélection de des deux brins, un groupement 2 -
méthyle est ajouté sur le petit ARN simple brin de 21 nts, . Par la suite, le
complexe endosiRNA/AGO2 reconnait, par complémentarité de séquence, les transcrits des
cibles à réprimer.

PTGS
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al., 2008 ; Watanabe et al., 2008 ). Chez la drosophile, l'altération de cette voie au sein de la 

lignée germinale entraîne une dérégulation d'un petit nombre d'ETs sans induction de stérilité.  

 Chez les végétaux, les ETs sont transcrits par l'ARN polymérase IV (Figure 18). Les 

transcrits des ETs sont ensuite pris en charge par la protéine RDR2 qui permettra la 

production de transcrits complémentaires pour former un ARN double brin. Les ARNs double 

brin sont alors maturés en petits ARNs interférents de 24 nucléotides par la protéine Dicer-

like3 (DCL3). Tout comme chez la souris et chez la drosophile, les petits ARNs interférents 

de 24 nucléotides vont être méthylés par l'enzyme Hen1 et pris en charge par une protéine de 

la sous-famille ARGONAUTE, la protéine AGO4. Le complexe endosiRNA/AGO4 va, par 

complémentarité de base, reconnaître le transcrit naissant d'ETs transcrit par l'ARN 

polymérase V. Cette reconnaissance permet le recrutement notamment des protéines DRM1 et 

DRM2 qui sont impliquées dans la mise sous silence des ETs en mé  (Willmann 

et al., 2011). 

C. Les piRNAs 

 Les piRNAs sont des petits ARNs non codants de 23 à 29 nucléotides qui ont la

capacité de se lier aux protéines ARGONAUTEs de la sous-famille PIWI. Contrairement aux 

endosiRNAs, les piRNAs ETs exclusivement au sein des tissus 

gonadiques. Par conséquent, les piRNAs assurent la protection de  génétique 

transmise à la descendance (Aravin et al., 2007). Néanmoins, les piRNAs ont également pour 

découverts.  

I. La découverte des piRNAs 

 Les premiers piRNAs ont été mis en évidence lors d'une étude visant à explorer la 

régulation post-transcriptionnelle du locus Stellate au sein des testicules de drosophile (Aravin 

et al., 2001). Le locus Stellate -

sous-

formés o

Stellate, un site 

Stellate fut identifié. Par ailleurs, ce 



Figure 19 : Distribution de tailles des petits ARNs provenant de testicules murins.
Les ARNs totaux ont été extraits à partir des testicules de souris adultes. Les petits ARNs
interagissant avec la protéine MILI, ainsi que les petits ARNs testiculaires de 18 à 26 nts et les
petits ARNs testiculaires de 24 à 33 nts ont été clonés puis séquencés. La distribution de taille
des petits ARNs clonés a été représentée en bleu foncé pour la librairie issue des petits ARNs
testiculaires clonés de 18 à 26 nts, en bleu clair pour la librairie issue des petits ARNs
testiculaires clonés de 24 à 33 nts et en orange pour la librairie issue des petits ARNs
testiculaires immunoprécipités avec la protéine MILI.
Figure adaptée de la figure 1A présentée dans Aravin et al., 2006.
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site génomique localisé dans une région hétérochromatique du chromosome Y a été nommé 

suppresseur de Stellate puisqu'il est impliqué dans la répression de l'expression de ce gène. 

Les expériences de Northern Blot ont permis de révéler qu'au sein des ARNs totaux des 

testicules de drosophile, des petits ARNs de 25 à 27 nts étaient produits à part ir du locus 

Suppresseur de Stellate, puisque chez des mâles ayant une délétion importante de ce locus,

aucun petit RNA homologue à ce locus n'a pu être détecté. La présence de ces petits ARNs a

été corrélée à la régulation du gène Stellate. À l'époque, ces petits ARNs ont été baptisés les 

rasiRNAs puisqu'ils permettaient la mise sous silence de séquences répétées dans le génome.

Cinq ans plus tard, chez la souris, une immunoprécipitation de la protéine MILI, une 

protéine appartenant à la sous-famille des protéines PIWI, a été réalisée à partir d'un lysat 

testiculaire de souris adulte (Vagin et al., 2006 ; Aravin et al., 2006 ; Girard et al., 2006 ;

Grivna et al., 2006 ; Lau et al., 2006 ;  Watanabe et al., 2006). Les petits ARNs liés à la 

protéine MILI ont été clonés puis séquencés. Les analyses bio-informatiques ont révélé que 

les petits ARNs chargés sur la protéine MILI étaient des petits ARNs 23 à 29 nts (Figure 19).

La taille de ces petits ARNs était clairement distincte de celle des miRNAs et de celle des 

siRNAs suggérant qu'ils avaient identifié une nouvelle classe de petits ARNs (Aravin et al.,

2006). Etant chargés sur la protéine MILI, mais également sur MIWI, une autre protéine de la 

sous-famille PIWI, ces petits ARNs de 23 à 29 nts, initialement baptisés les rasiRNAs, ont été 

renommés les piRNAs, de l'anglais Piwi-interacting RNAs. Malgré la distance évolutive qui 

sépare les animaux, les piRNAs sont retrouvés au sein des gonades de nombreuses espèces 

animales telles que la drosophile, la souris et l'Homme (Saito et al., 2006 ; Vagin et al., 2006 ;

Brennecke et al., 2007 ; Ashe et al., 2012 ; Ha et al., 2014 ; Juliano et al., 2011 ; Li et al., 

2013 ; Yang et al., 2013). Les analyses bio-informatiques comparant les piRNAs produits par 

différentes espèces animales ont révélé que la séquence des piRNAs ne semblait pas 

conservée entre ces espèces, contrairement à leur voie de biogenèse. En effet, la taille ainsi 

que la séquence/composition des piRNAs varient en fonction des espèces. Par exemple, chez 

la souris et la drosophile, la taille des piRNAs varie entre 23 et 29 nucléotides, alors que, chez 

C.elegans et Tetrahymena, les piRNAs ont, respectivement, une taille de 21 nucléotides et 27-

30 nts. La caractérisation de ces petits ARNs a révélé que la majorité d'entre eux 

commençaient à leur extrémité 5' par une uridine monophosphatée. Tout comme les 

endosiRNAs, les piRNAs possèdent, à leur extrémité 3', un groupement 2'-O-méthyl ajouté 

par la méthyltransférase Hen1 lors de leur maturation (Horwich et al., 2007) (Figure 20).



Figure 21 : Emplacement des clusters de piRNAs dans le génome de la souris.
La taille des triangles est proportionnelle aux nombres de piRNAs immunoprécipités avec la
protéine MILI. La position gauche ou droite des triangles rouges indique que les piRNAs
produits sont orientés respectivement en anti-sens ou en sens par rapport à la transcription des
loci. Figure adaptée de la figure 2A présente dans Aravin et al., 2006.

Figure 20 : 3 des piRNAs est méthylée par Hen 1.
Northern Blot démontrant que les rasiRNAs (piRNAs) provenant du locus suppresseur du gène
Stellate (Su(Ste)) sont méthylés dans leur région 3 sont résistants à la réaction de -
élimination. La comparaison des résultats obtenus en condition sauvage par rapport à ceux
obtenus en condition mutante pour Hen 1 indique que la méthylation de 3
des piRNAs de Su(Ste) est effectuée par Hen1.
Figure adaptée de la figure 2B présentée dans Horwich et al., 2007.
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és ubiquitinylation et de la 

tos, 2007). 

II.

Afin de mieux comprendre la biogénèse des piRNAs, l'origine génomique de ces 

derniers a été explorée. En 2006, quand les piRNAs dans les cellules germinales de souris 

mâles (Aravin et al., 2006 ; Girard et al., 2006) ont été découverts et cartographiés sur le 

génome, les auteurs de cette étude ont révélé qu'ils s'alignaient sur un seul des deux brins 

d'ADN d'une centaine de régions plus ou moins longues (Figure 21). Chez la drosophile, 

-informatique a été améliorée. En effet afin d'éviter que les piRNAs s'alignent à la 

fois sur les différentes copies génomiques des ETs qu'ils régulent et leurs sites producteurs, 

seuls les piRNAs ne s'alignant qu'une seule fois dans le génome ont été sélectionnés s'assurant 

ainsi de leur provenance. Les piRNAs ainsi sélectionnés ont été appelés les piRNAs uniques 

puisqu'ils ne sont retrouvés qu'à une seule position génomique. L'alignement des piRNAs 

uniques sur le génome de drosophile a permis d'identifier les régions productrices de ces 

derniers, les clusters de piRNAs (Brennecke et al., 2007). Ces clusters de piRNAs sont de 

taille variable, de quelques paires de bases à plusieurs centaines de kilobases. Chez les 

animaux, la plupart des clusters de piRNAs sont composés d'ETs. Autrement dit, les clusters 

de piRNAs répertorient les ETs pouvant être régulés par la voie des piRNAs au sein des 

cellules gonadiques. Néanmoins, certains loci producteurs de piRNAs sont dépourvus d'ETs 

et sont majoritairement localisés dans les 3' UTRs de gènes. Chez la drosophile, la région 3' 

UTR du gène Traffic Jam en est un exemple. Chez la souris, les piRNAs sont produits en 

deux vagues successives lors de la spermatogénèse. Les piRNAs pré-pachytènes proviennent 

de clusters de piRNAs majoritairement composés d'ETs protégeant ainsi les cellules 

germinales de potentielles transpositions ; alors que les piRNAs pachytènes sont issus de 

régions génomiques dépourvues d'ETs. 

Les clusters de piRNAs ne représentent qu'une infime partie des génomes. A titre 

d'exemple, les clusters de piRNAs représentent près de 3,5% du génome de drosophile. Chez 

cette même espèce, 142 piRNAs clusters ont été identifiés et la majorité d'entre eux sont 

localisés dans des régions hétérochromatiques péricentromériques ou télomériques 

(Brennecke et al., 2007). Parmi les 142 clusters de piRNAs, seuls sept d'entre eux ont été 

localisés dans des régions euchromatiques. À la suite de leurs découvertes chez la drosophile 

et la souris, les clusters de piRNAs ont été étudiés dans de nombreuses autres espèces 



Figure 23 : des clusters des piRNAs au sein des gonades femelles de
drosophile.
Au sein des cellules folliculaires des ovaires de drosophile (en vert), seuls les clusters de piRNAs
« unistrand » sont exprimés. Dans les cellules germinales (ici en saumon), ce sont les clusters de
piRNAs « dual-strand » qui sont majoritairement exprimés. Néanmoins, certains clusters de
piRNAs « unistrand », tels que le locus 20A, également dans ces cellules.

Figure 22 : Les trois types de clusters de piRNAs identifiés.
Les clusters de piRNAs sont classés en fonction de leurs propriétés transcriptionnelles. Les
clusters de piRNAs «unistrand» regroupent des loci dont la transcription se fait à
partir d'un seul brin d'ADN génomique. Les clusters de piRNAs « dual-strand » sont des loci
transcrits à partir des deux brins de façon convergente. Les clusters de piRNAs «
bidirectional » sont assimilés à deux clusters de piRNAs « unistrand » transcrits de manière
divergente.
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Chapitre 3 : La biogenèse des piRNAs

Les piRNAs sont une large population de petits ARNs de 23 à 29 nts enrichis dans les 

tissus gonadiques. De nombreuses recherches ont été menées chez les métazoaires afin de 

comprendre, en détail, comment ces petits ARNs de 23 à 29 nts, dérivant des clusters de 

piRNAs, sont produits au sein des cellules germinales. 

La biogenèse des piRNAs est relativement bien conservée chez les métazoaires à 

l'exception de certaines espèces telles que la plupart des nématodes (Sarkies et al., 2015 ; 

Grimson et al., 2008). La biogenèse des piRNAs peut être le résultat de deux voies distinctes 

qui ont été relativement bien décrites chez la drosophile, mon modèle d'étude. D'une part, les 

piRNAs peuvent être produits par la voie de biogenèse dite "primaire". La production de 

piRNAs est alors réalisée par la maturation des longs transcrits simple brin issus de la 

transcription des clusters de piRNAs. D'autre part, les piRNAs peuvent être produits par la 

voie d'amplification des piRNAs appelée la voie secondaire ou encore le cycle ping-pong. 

Contrairement à la biogenèse des piRNAs primaires, le cycle ping-pong est exclusivement 

germinal. Les piRNAs qui en sont issus dérivent des transcrits provenant des clusters de 

piRNAs, mais aussi, des transcrits d'ETs actifs. La maturation de ces transcrits  dépend de 

deux protéines de la famille PIWI qui ont une expression exclusivement germinale, Aubergine 

(Aub) et AGO3. 

Contrairement à de nombreuses espèces eucaryotes, les petits ARNs de 27-30 nts 

produits par Tétrahymena émanent de la maturation d'un ARN double brin (Mochizuki et al., 

2002; Mochizuki et Gorovsky, 2005). Les piRNAs de Tétrahymena sont alors appelés des 

scanRNAs et dérivent des séquences internes éliminées qui regroupent des régions répétées 

du génome, des ETs, ainsi que des régions enrichies en A-T (Figure 24).

A. Organismes modèles utilisés pour explorer la voie des piRNAs

Les études visant à explorer la voie des piRNAs ont été menées dans les deux modèles 

animaux où ils avaient été initialement identifiés, à savoir la drosophile et la souris. De façon 

intéressante, la voie des piRNAs a été explorée au sein des gonades femelles chez la 

drosophile, alors que chez la souris, cette voie a été examinée au sein des gonades mâles.

La voie des piRNAs chez la drosophile a été décrite comme étant active aussi bien 

dans les ovaires que dans les testicules de drosophile. Une des raisons qui permet d'expliquer 



Figure 25 : Profils des petits ARN associés à la protéine AGO3 et à la protéine Aub
dans les testicules de drosophile.
Parmi les piRNAs immunoprécipités avec la protéine AGO3, les piRNAs dérivant des
séquences transposables sont les plus abondants. La classe la plus abondante de
piRNAs associés à Aub est celle dérivée des transcrits du locus Suppressor of Stellate [Su (Ste)].
Les piRNAs dérivant des séquences transposables ne représentent que 6.9% des
piRNAs immunoprécipités avec la protéine Aubergine (Aub).
Figure adaptée de la figure 2C de Nagao et al., 2010.
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que la voie des piRNAs a été menée préférentiellement sur les ovaires de 

drosophile plutôt que sur les testicules de drosophile est liée à la production des piRNAs dans

ces deux tissus. En effet, la voie des piRNAs a été décrite comme permettant la régulation 

fine des ETs au sein des tissus gonadiques chez les animaux. Contrairement aux piRNAs 

produits dans les ovaires de drosophiles, les piRNAs produits au niveau des gonades mâles 

dérivent principalement de loci dépourvus de séquence d'ETs tels que le locus Suppresseur de 

Stellate et d'un autre locus situé sur le chromosome X (Nishida et al. , 2007). En effet, seuls 

10% des piRNAs chargés sur la protéine Aub et 54% des piRNAs chargés sur la protéine 

Ago3 dérivent d'ETs (Nagao et al., 2010) (Figure 25). L'absence de l'une de ces deux 

protéines n'induit pas ou peu de dérépression des ETs dans les testicules de drosophile, alors 

que l'inverse est observable dans les ovaires de drosophile (Brennecke et al., 2007 ; Nagao et 

al., 2010).

À l'inverse de la drosophile, la voie des piRNAs chez la souris a été préférentiellement 

décrite au sein des testicules. Dans cette espèce, seule l'altération de la voie des piRNAs chez 

le mâle entraîne une dérépression d'ETs mais également une stérilité (Reuter et al., 2011). 

Chez les souris femelles, aucune stérilité n'est observée notamment en absence de l'une des

protéines PIWI murines (Carmell et al., 2007, Deng et Lin, 2002, Kuramochi-Miyagawa et 

al., 2004). Malgré le fait que les protéines PIWI soient exprimées dans les ovocytes murins, 

seule une infime quantité de piRNAs a été détectée dans ces cellules (Aravin et al., 2008 ;

Ding et al., 2013 ; Lim et al., 2013). Cependant, de façon intéressante, les siRNAs sont, quant 

à eux, relativement nombreux au sein des ovocytes murins (Tam et al., 2008 ; Watanabe et al., 

2008). En effet, les siRNAs sont retrouvés en de plus grande quantité que les piRNAs dans les 

ovocytes murins, alors que cette balance au sein des ovocytes est inversée chez les autres 

mammifères. Cette différence de production de petits ARNs, propre au groupe murin, peut 

être expliquée par le fait que la souris a perdu, au cours de son évolution, l'une des quatre 

protéines PIWI présentes chez les mammifères. En parallèle, il a été démontré qu'une 

isoforme de DICER a été créée suite à l'insertion d'un rétrotransposon (Flerm et al., 2013). 

Cette isoforme est exprimée spécifiquement dans les ovocytes murins et pourrait être le reflet 

d'un avantage sélectif pour amplifier la production d'endosiRNAs afin de réguler les ETs.

Ces différentes données permettent ainsi d'expliquer pourquoi chez la souris l'étude de 

la voie des piRNAs a été réalisée sur des gonades mâles, alors que chez la drosophile, elle a 

été menée sur des gonades femelles. La voie de biogenèse des piRNAs décrite par la suite est 
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Figure 26 : La voie de biogenèse primaire des piRNAs présente dans les ovaires de
drosophile.
A) Représentation schématique du tissu reproducteur de la femelle drosophile constitué
paire renfermant chacun environ 16 ovarioles. B) Représentation schématique
ovariole. La partie la plus antérieure et la plus précoce de est appelée le germarium. Il
contient les cellules souches germinales et folliculaires. Le germarium est suivi
succession de follicules à différents stades de maturation la formation . Chaque
follicule est composé de 16 cellules germinales (saumon) entourées de cellules folliculaires
(vert). C et D) Voie simplifiée de la biogenèse des piRNAs primaires active dans les cellules
folliculaires (C) et dans les cellules germinales (D).

piRNAs
23-29 nts
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drosophile. Au sein du tissu reproducteur femelle de la drosophile, les ovaires, la voie de 

biogenèse des piRNAs a été décrite comme étant active dans les cellules germinales, mais 

également dans les cellules somatiques qui les entourent, les cellules folliculaires (Figure 26).

Néanmoins, la voie des piRNAs des cellules folliculaires et celle des cellules germinales de 

drosophile sont quelque peu différentes en termes d'acteurs protéiques, mais également en 

termes de piRNAs produits. 

B. La biogenèse des piRNAs primaires  

 La voie de biogenèse des piRNAs primaires chez la drosophile est active aussi bien 

dans les cellules germinales que dans les cellules folliculaires. La production des piRNAs par 

la voie de biogenèse primaire peut être déclinée en trois grandes étapes (Figure 26).

L'initiation de la voie de biogenèse des piRNAs primaire débute par la transcription des 

clusters de piRNAs. Dans un second temps, les longs transcrits simple brin issus de la 

transcription des clusters de piRNAs sont reconnus par la cellule pour être acheminés à leur 

site de maturation. Une fois adressés à leur site de maturation, les longs transcrits simple brin 

sont coupés en petits ARNs de 23 à 29 nts alors chargés sur l'un des membres de la sous-

famille PIWI. 

 Chez C. elegans, la biogenèse des piRNAs primaires est quelque peu différente de celle 

rencontrée chez la drosophile. Contrairement aux transcrits précurseurs de piRNAs de 

drosophile qui sont de longs ARNs simple brin, les transcrits précurseurs de piRNAs chez  C.

elegans sont de petits transcrits de 25 à 26 nts. Dans un second temps, une première coupure a

lieu précisément entre le deuxième et le troisième nucléotide de ces transcrits générant ainsi 

l'extrémité 5' des futurs endosiRNAs. Par la suite, les petits ARNs chargés sur une protéine 

homologue à la protéine Piwi de drosophile, la protéine PRG-1. Enfin, la taille des petits 

ARNs chargés sur la protéine PRG-1 est ajustée à 21 nts (Ruby et al., 2006 ; Cecere et al., 

2012). 

I. Les transcriptions des piRNAs clusters chez Drosophila melanogaster 

La transcription des clusters de piRNAs « unistrand » et « dual-strand » ainsi que les 

protéines impliquées dans leur transcription respective sont différentes. 



Figure 27 : Structure du cluster de piRNAs flamenco chez D. melanogaster.
Le locus flamenco est localisé dans la région péricentromérique du chromosome X. Il est situé 

transposables. Seuls les éléments transposables récents ont été représentés.

genome bowser » des loci orthologues au locus 
flamenco chez D. melanogester, D. erecta et D. yakuba.
Pour chaque espèce, les piRNAs sens sont représentés par des pics rouges et les piRNAs 
orientés en anti-sens par rapport au sens de transcription sont, quant à eux, représentés en bleu. 
Figure Chirn et al., 2015.

X:21,631,891
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a) Les clusters de piRNAs 

sein des cellules somatiques des ovaires de drosophile, les cellules folliculaires. Néanmoins, 

certains clusters de piRNAs «unistrand», tels que le cluster de piRNAs 20A

également au sein des cellules germinales.  

Le séquençage des piRNAs provenant des cellules OSS (cellules dérivées des

cellules souches somatiques ovariennes) a permis de mettre en évidence que près de 80% des 

piRNAs uniques produits par ces cellules proviennent d'un locus de plus de 180 Kb situé au 

niveau de la région péricentromérique du chromosome X, le locus flamenco. Ce même locus 

avait initialement été décrit génétiquement comme impliqué dans la régulation de trois ETs : 

gypsy, ZAM et Idéfix  Desset et al., 1999). En d'autres termes, le 

cluster de piRNAs flamenco est le producteur majeur de piRNAs au sein des cellules 

folliculaires (Malone et al., 2009). Le cluster de piRNAs flamenco

orientés du centromère au télomère (Zanni et al., 2013). Cinquante-deux ETs ont été identifiés 

dans le cluster de piRNAs flamenco dont trois d'entre eux, mdg1, l'élément F et l'élément 

Stalker 4, sont présents en multicopies (Figure 27). Les piRNAs produits par flamenco sont 

orientés en anti-sens par rapport aux séquences d'ETs qui le composent, suggérant que la 

transcription de flamenco est dirigée du télomère au centromère. Néanmoins, aucun 

promoteur n'avait à l'époque été identifié. 

 Au cours de l'évolution des drosophiles, le locus flamenco serait apparu il y a environ 

10 à 12 millions d'années selon des études comparatives menées par trois équipes 

indépendantes  (Malone et al., 2009 ; Goriaux et al., 2014 ; Chirn et al., 2015). Grâce aux 

alignements multiples, des loci orthologues au cluster de piRNAs flamenco ont été identifiés 

notamment chez D. yakuba, D. simulans et D. erecta. Ces loci sont également localisés dans 

la région péricentromérique du chromosome X, proche du gène dip1 (Figure 28). Ils sont 

enrichis en séquences d'ETs dont l'orientation est majoritairement en anti-sens par rapport à 

leur transcription. Les ETs qui les composent appartiennent majoritairement à la famille 

gypsy. Pour vérifier que ces locus étaient des clusters de piRNAs fonctionnels, les petits 

ARNs produits dans les ovaires de D. erecta ont été séquencés, puis bio-informatiquement 

analysés (Chirn et al., 2015). Tout comme chez D. melanogaster, le locus flamenco-like de 

chez D. erecta produit de nombreux piRNAs à partir du même brin génomique. Les propriétés 

transcriptionnelles des clusters de piRNAs « unistrand » ont été explorées en prenant comme 



Figure 29 : Propriétés transcriptionnelles du cluster de piRNAs flamenco chez D.
melanogaster.
A) Profil du recrutement de la polymérase II (Pol II, en rouge) le long de la région environnant
le cluster de piRNAs flamenco obtenu par ChIP-seq Pol II effectué sur les cellules OSS. Les
séquences sont représentés par des barres grises au dessus des résultats du ChIP-seq Pol
II. Figure adaptée de la figure S6 de Sienski et al., 2012.
B) Mesure de luciférase après des transfections transitoires de plasmides possédant ou
non le site de liaison du facteur de transcription Cubitus interruptus (Ci).Figure adaptée de la
figure 3C de Goriaux et al., 2014.

Transcrit précurseur 
de piRNAs

A-MYB

Cluster de piRNAs 
pachytène

Transcrit précurseur 
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Cluster de piRNAs 
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de piRNAs
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Figure 30 : Activation de la transcription des clusters de piRNAs « unistrand » chez
la drosophile, chez la souris et chez C. elegans.
Trois facteurs de transcription non spécifiques aux clusters de piRNAs « unistrand » ont été
identifiés. Les facteurs de transcription Cubitus interruptus (Ci), A-MYB et Forkhead (FKH)
sont requis pour de la transcription des clusters de piRNAs « unistrand »
respectivement chez la drosophile, chez la souris et chez C. elegans.
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modèle le cluster de piRNAs flamenco. Les analyses comparatives des orthologues de 

flamenco couplées à des analyses transcriptionnelles réalisées dans notre équipe ont permis 

d'identifier le site majeur d'initiation de transcription de flamenco situé à la position X :21 631 

891 (Release R6), soit à 1733 bases en amont du gène dip1. Des analyses bio-informatiques 

ont permis de découvrir un promoteur de type INR DPE 

Ces résultats ont été confirmés par des expériences de ChIP-Seq révélant une accumulation 

spécifique de l'ARN polymérase II (Sienski et al., 2012) au site d'initiation de la transcription 

que notre équipe a identifié (Figure 29A). L'étude des marques chromatiniennes au niveau de 

flamenco a révélé que ce locus était pauvre en marques histones répressives H3K9me3, 

contrairement au cluster de piRNAs 20A qui, quant à lui, semble être enrichit en marques 

H3K9me3 dans son extrémité 5' (Mohn et al., 2014). La transcription dépendante de l'ARN 

polymérase II des clusters de piRNAs « unistrand » est un paramètre conservé chez les 

animaux tels que chez C. elegans et chez les mammifères (Li et al., 2013 ; Ruby et al., 2006).  

L'activation de la transcription du cluster de piRNAs flamenco est sous le contrôle 

du facteur de transcription Cubitus Interruptus (Ci) (Figure 29B) (Goriaux et al., 2014). De 

façon surprenante, chez les animaux, les facteurs de transcription identifiés comme étant 

impliqués dans l'activation transcriptionnelle des clusters de piRNAs ne sont pas uniquement 

dédiés à la transcription des clusters (Figure 30). En effet, l'activation de la transcription des 

clusters de piRNAs « unistrand » est placée sous le contrôle du facteur de transcription A-

MYB chez la souris et du facteur de transcription Forkhead chez C. elegans (Li et al., 2013 ; 

Ruby et al., 2006). Les clusters de piRNAs de C. elegans ont la particularité de posséder un 

motif CTGTTTCA situé 40 nucléotides en amont de leurs promoteurs et encadré par des 

séquences riches en AT. En outre, les séquences enrichies en AT sont reconnues 

spécifiquement par le facteur de transcription Forkhead 

des clusters de piRNAs (Cecere et al., 2012).  

 Les transcrits précurseurs des clusters de piRNAs folliculaires tels que le piRNA 

cluster flamenco sont alternativement épissés, donnant lieu à de multiples transcrits qui seront 

ensuite maturés en piRNAs (Goriaux et al., 2014). Par ailleurs, les transcrits issus des clusters 

de piRNAs « unistrand » sont également coiffés à leurs extrémités (Mohn et al., 2014). 

Tout comme les transcrits des clusters de piRNAs « unistrand » chez la drosophile (Chen et 

al., 2016), les transcrits de clusters de piRNAs « unistrand » des mammifères sont 

polyadénylés. 



Figure 31 : Caractéristiques transcriptionnelles du cluster de piRNAs « dual-
strand » majoritaire dans les cellules germinales des ovaires de drosophile, le locus
42AB.

de la polymérase II (Pol II) sur le locus 42AB est représenté en rouge, celui des
marques histones H3K4me2 en jaune, celui des marques histones H3K9me3 en marron et celui
de la protéine Rhino en bleu.
Figure adaptée de la figure 1D de Mohn et al., 2014.

Figure 32 : La protéine Rhino est requise pour des clusters de piRNAs
« dual-strand ».
A la suite « Run On », les transcrits naissant issus des clusters « dual-strand » et des
clusters « unistrand », en condition sauvage et en absence de la protéine Rhino, ont été
quantifiés par qRT-PCR.
Figure adaptée de la figure 6C de Le Thomas et al., 2014.





Figure 33 : Les transcrits de flamenco dans un même foyer nucléaire, le
Dot COM.
Double RNA FISH réalisé sur les ovaires de drosophiles ISO1A. Les sondes testées sont dirigées
contre différentes régions de flamenco et sont représentées en rouge et en vert. Leurs positions
respectives sont placées sur le locus flamenco schématisé à gauche des résultats des expériences de
Double RNA FISH. Figure adaptée de la figure 1A et 1D de Dennis et al., 2013.

Figure 34 : Le transit nucléaire des transcrits de flamenco dépend des protéines Nxf1 
et Nxt1.
Expériences de double ADN/ARN FISH réalisées sur les ovaires de drosophiles en contexte
sauvage (ISO1A) et en absence de la protéine Nxt1 ou de la protéine Nxf1 au sein des cellules
folliculaires. Les sondes ciblant de flamenco sont en vert et les sondes ciblant les
transcrits de flamenco sont en rouge. Figure adaptée de la figure 2G de Dennis et al.,
2016.
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Figure 35: Le mécanisme de Phasing chez la drosophile.
Analyse de la distance entre les extrémité 5 des piRNAs liés à Piwi et issus transcrit et les
sites de clivages générés par les protéines Aub (A) ou AGO3 (B) sur ce même transcrit. Les
séquences ARNs en rouge sont en sens inverse des séquences ARNs représentées en bleu. Suite
au cycle ping-pong réalisé par les protéines Aub et AGO3, le reste du transcrit est maturé de
façon phasique par la protéine Zucchini et la protéine Piwi. Figure adaptée de la figure 3 de

Han et al., 2015.
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Figure 36 : Production de piRNAs artificiels à partir cluster de piRNAs
ectopique chez D. melanogaster.
A) Représentation schématique de de la cassette GFP anti-sens/néomycine (Neo)
dans le locus flamenco (en jaune) contenu dans un BAC. Par la suite, le BAC a été inséré dans le
génome de la mouche dans un site spécifique localisé dans le chromosome 3. B) Alignement des
piRNAs séquencés le long des différentes régions constituant le BAC. Les piRNAs sens sont
représentés par des pics bleus et ceux étant en anti-sens par rapport au sens de transcription sont
en jaune. Les piRNAs alignés sur les régions de flamenco flanquant la cassette GFP/Neo
proviennent du flamenco endogène mais également du flamenco ectopique. Figure adaptée des
figures 2A et 2C de Muerdter et al., 2012.

Figure 37 : Le recrutement artificiel des protéines Piwi et Yb sur un transcrit
engendre sa maturation en piRNAs dans les cellules folliculaires des ovaires de
drosophile.
A) Schéma de la construction utilisée pour étudier l'effet du recrutement de composants de la voie
piRNA sur l'ARN. B) Alignement des piRNAs séquencés le long du transcrit artificiel lors du
recrutement artificiel des protéines GFP, Yb ou Piwi sur ce dernier au sein des cellules
folliculaires. Le profil en noir représente de tous les piRNAs et celui
en rouge correspond à de piRNAs provenant uniquement du transcrit artificiel.
Figure adaptée des figures 1A et 1C de Rogers et al., 2017.



29

différent pour la reconnaissance et la maturation du précurseur en piRNAs. Afin de mieux 

comprendre comment les transcrits provenant de piRNAs cluster « unistrand » sont 

sélectionnés par la cellule pour être maturés en piRNAs, de nombreuses études ont utilisé le 

cluster de piRNA flamenco comme modèle chez la drosophile. En 2012, des lignées 

transgéniques de drosophile ont été créées en intégrant, au site génomique 61E2, un BAC 

contenant une partie importante (plus de 60 Kb) du locus flamenco, dans laquelle une 

séquence rapportrice codant la GFP avait été insérée préalablement (Muerdter et al., 2012). 

Cette étude avait pour but d'explorer l'impact potentiel de l'environnement génomique d'un 

cluster de piRNAs « unistrand » sur sa capacité à produire des piRNAs. En d'autres termes,

savoir si la reconnaissance des transcrits de flamenco était définie par son environnement 

génomique. Le suivi de la production de piRNAs provenant du flamenco ectopique a été 

rendu possible grâce à la séquence rapportrice GFP. Lors du séquençage des petits ARNs des

ovaires des mouches transgéniques, des piRNAs provenant de la séquence rapportrice GFP 

ont été identifiés (Figure 36). Ces résultats suggèrent que la sélection des transcrits 

précurseurs de clusters de piRNAs « unistrand » pour être maturés en piRNAs est 

indépendante de l'environnement génomique de ces derniers. 

 Récemment, des expériences de liaison artificielle de différentes protéines de la voie 

des piRNAs sur des transcrits ont été menées in vivo par deux équipes indépendantes. Les 

lignées transgéniques développées dans ces études possèdent i) un transgène codant une

protéine impliquée dans la biogenèse des piRNAs fusionnée au N-peptide, mais aussi, ii) un 

un transcrit artificiel rapporteur possédant des séquences 

BoxB (Figure 37). Le N-peptide présente la caractéristique de pouvoir reconnaître et de se lier 

aux boucles des boites BoxB. C'est-à-dire que les auteurs de ces deux articles ont pu explorer, 

de façon artificielle grâce à ce modèle, la capacité de chacune des protéines de la voie de 

biogenèse à adresser les transcrits rapporteurs à la voie des piRNAs. L'analyse bio-

informatique des petits ARNs a permis d'identifier que le recrutement artificiel des protéines 

Piwi, Zucchini, Yb, Armitage ou encore Shutdown sur un transcrit était suffisant pour initier 

la production de piRNAs à partir des transcrits artificiels (Rogers et al., 2017 ; Pandey et al., 

2017). 

entre certaines protéines de la voie des piRNAs avec 

les transcrits issus de clusters de piRNAs, des expériences de CLiP (Cross-Linking and 

Immuno-Precipitation) ont été réalisées sur les cellules OSS (cellules dérivant des cellules 

souches folliculaires) (Ishizu et al., 2015). Les expériences de Yb-CLIP ont permis de révéler 



Figure 38 : La région +1 +718 du locus flamenco permet la maturation de la
séquence placée en aval en piRNAs.
Après des transfections transitoires dans les cellules OSS, les piRNAs liés à la protéine Piwi ont

été séquencés puis analysés. des piRNAs sur les séquences composant la
construction est représenté ci-dessus. Des piRNAs sont produits à partir de la séquence LacZ (en
bleu)présente en aval du fragment de flamenco +1 +718 (en rouge) mais aucun piRNA
provenant de la séquence placée en amont (en vert) observé.
Figure adaptée de la figure 4A de Homolka et al., 2015.

Figure 39 : Zucchini et Armitage sont impliquées dans la régulation des ETs dans
les cellules folliculaires.
Résultats de qRT PCR mesurant le niveau des ETs ZAM, Tabor, HeT-A et TART
dans les ovaires de drosophiles exprimant un ARN interférent ciblant les transgènes armitage
(armi), zucchini (zuc) ou aubergine (aub ) dans les cellules folliculaires.
Figure adaptée de la figure 3B de Olivieri et al., 2010.





Figure 40 : Représentation schématique du corps Yb.
Le corps Yb est une structure multiprotéique responsable de la maturation des transcrits de
clusters de piRNAs folliculaires en piRNAs. Le corps Yb est notamment composé des protéines
Yb, Armitage (Arm), Sister of Yb (So YB), Vreteno (Vret), Shutdown (Shu), Zucchini,
Minotaure et de GasZ.

piRNAs
23-29 nts
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quant à elle, requiert les protéines Yb et Armitage. Les protéines Yb, Armitage, Vreteno sont 

quant à elles requises pour que la protéine Shutdown soit localisée au niveau des corps Yb 

(Olivieri et al., 2012 ; Preall et al., 2012). Chacune de ces protéines est composée d'un 

female sterile

Yb, ainsi que la protéine Armitage sont des hélicases. Les protéines Vreteno et Shutdown ont 

quant à elles des domaines TUDORs (Handler et al., 2011 ; Zamparini et al., 2011). La 

protéine Zucchini est une endonucléase localisée à la membrane mitochondriale responsable 

de la génération des extrémités 5' des piRNAs (Figure 40). La protéine Zucchini possède deux 

cofacteurs également localisés au niveau de la membrane extérieure de la mitochondrie, les 

protéines GasZ et Minotaure (Vagin et al., 2013). Le rôle de la protéine GasZ serait de 

recruter les protéines Armitage et Piwi à la membrane mitochondriale, les rapprochant ainsi 

de la protéine Zucchini (Handler et al., 2013). L'altération de l'expression des protéines Yb, 

Armitage et Zucchini a notamment pour conséquence de perturber la localisation de la 

protéine Piwi qui devient alors cytoplasmique, et de diminuer la production de piRNAs.

 ces résultats est corrélé à une dérépression d'ETs suggérant que ces protéines 

jouent un rôle critique dans la biogenèse des piRNAs. Chez la souris, les protéines 

homologues aux protéines Vasa, (Mvh), Armitage (MOV10L1), Vreteno, Shutdown et 

Zucchini (MITOPLD) sont également des facteurs cruciaux lors de la biogenèse des piRNAs 

primaires puisqu'en absence d'une de ces protéines, une stérilité chez les mâles est observée 

(Zheng et al., 2010 ; Huang et al., 2011). La dernière étape de la biogenèse des piRNAs est le 

raccourcissement de  d'une 2'-O-méthylation sur cette même 

extrémité par la méthyltransférase Hen1. En effet, les piRNAs produits par Zucchini 

présentent une taille intermédiaire allant de 25 à 50 nucléotides. Il a récemment été montré 

et al., 2016). Une fois produits, les piRNAs primaires sont chargés sur la protéine Piwi en 

requérant l'aide de la protéine chaperonne HSP90 (Izumi et al., 2013). 

b) Maturation au sein du nuage

 Dans les cellules germinales des ovaires de drosophile, la maturation des transcrits de 

piRNAs clusters se produit dans le nuage, une structure électroniquement dense qui entoure le 

noyau des cellules germinales. 

L'hélicase Vasa prend en charge les transcrits provenant des clusters de piRNAs 

germinaux dès leur entrée dans le cytoplasme pour les acheminer au nuage (Zhang et al., 



Figure 41 : Assemblage hiérarchique des protéines du nuage.
des protéines Vasa, Aubergine, Krimper et Maelstrom lors de

germinale interférents ciblant les transcrits vasa, aubergine, krimper, maelstrom et
spindle-E a permis de recrutement de ces protéines au nuage. La localisation des
composants du nuage dans les cellules germinales dépend de la présence de la protéine Spindle-E
(spn-E) localisée à la périphérie nucléaire. Les autres protéines constituant le nuage sont alors
successivement recrutées selon suivant : Vasa>Aubergine>Krimper>Maelstrom. Figure
adaptée de la figure A4 de Lim et Kai, 2007.

Figure 42 : Caractérisation des protéines PIWI au sein des ovaires de drosophiles.
A) Localisation des protéines de la sous famille PIWI dans les ovaires de drosophile. Les
protéines Aub et AGO3 à la périphérie nucléaire, dans le nuage dans les cellules
germinales alors que la protéine Piwi est localisée dans les noyaux des cellules folliculaires ainsi
que dans les noyaux des cellules germinales. Figure adaptée de la figure 2E de Malone et al.,
2009.B) Les protéines Piwi et Aub prennent majoritairement en charge les piRNAs anti-sens par
rapport au sens de transcription de transposable F (en rouge). A , les piRNAs
sens par rapport au sens de transcription de F (vert) sont préférentiellement pris en charge
par la protéine AGO3. Figure adaptée de la figure 5B de Brennecke et al., 2007.









Figure 44 : Mécanisme de Phasing
A) Transgène senseur de la biogenèse des piRNAs possédant un site ciblé par les complexes

piRNA/Aub.
B) Profil des extrémités 5 des piRNAs sur le transcrit rapporteur (Rouge : piRNAs

provenant du transcrit rapporteur, noir : piRNAs anti-sens au transcrit rapporteur). Le
rapporteur possède un site ciblé par les complexes piRNAs/Aub (en gris). Ce site est placé
en amont séquence composée de 4 uridines tous les 26 nucléotides (en bleu). Suite au
cycle ping-pong réalisé par les protéines Aub (en gris) et AGO3 (en orange), le reste du
transcrit est maturé de façon phasique par la protéine Zucchini (en vert avec des ciseaux) et
la protéine Piwi (en bleu clair).

Figure adaptée des figures 3A et 3C Mohn et al., 2015.
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 La voie des piRNAs a initialement été découverte et décrite comme permettant de 

réguler spécifiquement la régulation des ETs au sein des tissus gonadiques des animaux. De 

plus, il a été montré que les acteurs clés de la voie des piRNAs, notamment les protéines PIWI 

et les piRNAs, sont essentielles pour un déroulement optimal de la spermatogenèse et 

l'ovogenèse chez de nombreuses espèces animales. Cependant, les protéines PIWI et les 

piRNAs ont également été découverts au sein de tissus non gonadiques chez certaines espèces 

animales suggérant alors que la voie des piRNAs pourrait être de la même façon active dans 

d'autres tissus pour réguler les ETs et les gènes.  

 Les protéines PIWI ont été retrouvées chez de nombreux organismes allant des 

Porifera (éponges) à l'Homme. Leur expression a été rapportée initialement au sein des 

cellules gonadiques. Cependant, plusieurs études ont démontré que les protéines PIWI étaient 

également exprimées dans divers types cellulaires allant de cellules souches pluripotentes à 

des cellules différenciées. À titre d'exemple, chez l'Homme, les protéines PIWI ont été 

retrouvées exprimées dans les cellules germinales, mais aussi dans les cellules souches 

hématopoïétiques et dans un certain nombre de cancers (Sharma et al., 2001 ;  Lee et al., 

2011). Chez Planaria, les protéines PIWI sont également exprimées au sein des cellules 

souches totipotentes appelées les néoblastes (Reddien et al., 2005). Chez la drosophile, les 

protéines PIWI ont été retrouvées dans les gonades, le cerveau, les glandes salivaires ainsi que 

dans le corps gras (Perrat et al., 2013 ; Brower-Toland et al., 2007 ; Jones et al., 2016). Par 

ailleurs, la mutation des protéines Aub et AGO3, décrites comme des protéines germinales, 

conduit à une dérepression des ETs dans le cerveau suggérant que la répression des ETs au 

sein des cellules non gonadiques peut également être conduite par la voie des piRNAs (Perrat 

et al., 2013). De plus, l'absence de la protéine Piwi au niveau du corps gras chez la drosophile

induit une dérépression d'ETs tels que l'élément gypsy, une réduction du stockage du 

glycogène et des triglycérides, ainsi qu'une durée de vie plus courte (Jones et al., 2016). En 

d'autres termes, l'ensemble de ces données suggère que la voie des piRNAs semble être 

également fonctionnelle dans certains tissus non gonadiques, et par conséquent, que des 

piRNAs pourraient être produits en dehors des gonades chez ces animaux. 

 Chez la drosophile, il a été rapporté que des piRNAs seraient produits au niveau du 

corps gras (Figure 45) mais également au niveau de leurs têtes (Jones et al., 2016 ; Yan et al., 

2011 ; Mirkovic-Hösle et Förtemann, 2014). Néanmoins, une étude récente a pu démontrer 

que les piRNAs identifiés dans les librairies des têtes de drosophiles provenaient des petits 



Figure 45 : Présence de la protéine Piwi et de piRNAs dans le corps gras de
drosophile.
A) La protéine Piwi (en rouge) est localisée dans les noyaux de cellules du corps gras. La

membrane de ces cellules est auto-fluorescente responsable marquage aspécifique (en
rouge). Les noyaux sont marqués au DAPI en bleu. Les barres d'échelle représentent 20 mm.

B) Distribution de tailles des petits ARNs retrouvés dans les cellules du corps gras de la
drosophile.

C) Origine génomique des petits ARNs de 23 à 29 nts.

Figure adaptée des figures 1 B, 1D et 1E de Jones et al., 2016.
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ARNs issus de gonades suite à une contamination lors des extractions des ARNs (Van Den 

Beek et al., 2018).

 En 2011, Lee et ses collègues ont mis en évidence la présence de piRNAs au niveau de 

l'hippocampe des souris. Leur présence a également été détectée dans d'autres tissus chez la 

s reins et les testicules (Lee 

et al., 2011). Cependant, leur production semble être plus importante dans l'hippocampe, dans 

Bien qu'ils aient une taille de 24 à 32 nts et qu'ils soient liés à la 

protéine MIWI, la plupart de ces piRNAs (soit 40,3%) ne commencent pas par une uridine, 

signature de la production des piRNAs primaires. C'est-à-dire que les piRNAs détectés dans 

ces tissus ne possèdent pas l'ensemble des caractéristiques propres des piRNAs.  

Chez l'Homme, des petits ARNs de 23-29 nts ont été identifiés comme des piRNAs

dans des échantillons de plasma, de lait maternel, d'urine, de salives et de tumeurs 

cancéreuses (Freedman et al., 2016 ; Rubio et al., 2018). Néanmoins, une seconde analyse de 

ces résultats a pu démontrer qu'une seule fraction des petits ARNs identifiés correspondrait

aux piRNAs (Tosar, Rovira et Cayota, 2018).

 Pour lever les différentes ambiguïtés sur la production des piRNAs en dehors des 

gonades, il faut s'assurer que les petits ARNs de 23 à 32 nts partagent plusieurs 

caractéristiques attribuées aux piRNAs telles qu'un biais d'uridine à leur extrémité 5', un 

groupement 2'O-méthyle au niveau de leur extrémité 3' ainsi qu'avoir la capacité de se lier aux 

protéines PIWI.  

Chapitre 4 : Les différentes fonctions biologiques des piRNAs 

 Initialement, la fonction biologique des piRNAs était restreinte à la régulation des 

ETs, au niveau du tissu reproducteur, dans le but de protéger l'information génétique 

transmise à la descendance. Sachant que les piRNAs dérivants de séquence d'ETs ont la 

capacité de réguler s de régions 

génomiques dépourvues d'ETs pourraient alors avoir la capacité de réguler l'expression de 

gènes. Depuis quelques années, de nombreuses études ont été menées afin d'explorer les 

divers rôles biologiques des piRNAs. Les différentes fonctions attribuées aux piRNAs ont été 

retrouvées tant au niveau des tissus gonadiques qu'au niveau de tissus somatiques non 

gonadiques.  
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A.  La régulation des ETs  

Chez les animaux, la voie des piRNAs permet de verrouiller l'activité des ETs soit en 

induisant une inhibition transcriptionnelle de l'ET ciblé, soit en coupant l'ARN messager de ce 

dernier. Néanmoins, chaque ET peut être préférentiellement contrôlé par l'une ou l'autre de 

ces régulations. En effet, Senti et ses collaborateurs ont classé en 2015 les ETs en fonction de 

leur régulation putative. Pour cela, ils ont comparé le recrutement de l'ARN polymérase II 

mutante soit de la protéine aubergine, soit de la protéine AGO3. Si en condition mutante pour 

Aubergine ou AGO3, l'ARN polymérase II est enrichie au niveau du site de transcription de 

l'ET étudié par rapport à un contexte sauvage, alors la régulation de ce dernier est 

transcriptionnelle (Figure 46). Si, au contraire, aucun enrichissement de l'ARN polymérase II 

n'est observé en condition mutante par rapport à la condition sauvage, mais que la quantité 

d'ARN messagers est, quant à elle, augmentée, alors ces ETs sont préférentiellement régulés 

post-transcriptionnellement.  

I. Régulation transcriptionnelle

La régulation transcriptionnelle des ETs chez la drosophile et chez la souris est initiée 

respectivement par les protéines nucléaires Piwi et MIWI2. Ce mode de régulation permet, de 

façon indirecte, de réduire la quantité de transcrits d'un élément donné en modifiant 

notamment la configuration chromatinienne au niveau du promoteur des ETs. 

La répression transcriptionnelle englobe le remplacement des marques histones 

permissives H3K4me2 par des marques histones répressives H3K9me3, mais comprend aussi 

la méthylation de l'ADN de dinucléotides CpG au sein des cellules germinales de mammifères 

(Aravin et al., 2008 ; Kuramochi-Miyagawa et al., 2008). La régulation transcriptionnelle peut 

être découpée en trois grandes étapes.  

La première étape de la régulation transcriptionnelle des ETs chez la drosophile consiste à 

reconnaitre le transcrit naissant d'un ET actif (Figure 47). Cette reconnaissance est basée sur 

la complémentarité de séquence entre le piRNA chargé sur la seule protéine PIWI nucléaire, 

la protéine Piwi, et le transcrit naissant de l'ET à réprimer. La mutation du signal de 

localisation nucléaire de cette protéine Piwi engendre la disparition des marques 

hétérochromatiques nécessaires à la répression transcriptionnelle des ETs  (Klenov et al., 







Figure 48 : Régulation transcriptionnelle du gène CREB2 par le piRNA piR-F chez
Aplysia.
Mesure du niveau du gène CREB2 dans les ganglions pleuraux contenant des
neurones sensoriels. Les ganglions ont préalablement été incubés huit heures soit dans une
solution contrôle (contrôle), soit dans une solution contenant des 2 -O-méthyl
oligoribonucléotides ciblant spécifique les piRNAs piR-F (piR-F KD). La diminution de la
quantité de piRNAs piR-F (piR-F KD) augmente significativement le niveau du
gène CREB2.
Figure adaptée de la figure 6C Rajasethupathy et al., 2012.

Contrôle
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B. La régulation des gènes 

 Tout comme les ETs, l'expression des gènes peut également être contrôlée 

transcriptionnellement et post-transcriptionnellement par la voie des piRNAs. Les piRNAs 

mis en jeu dans ces régulations sont le plus souvent des piRNAs ciblant des séquences d'ETs 

présentes dans les régions 3'UTR de certains transcrits de gènes, mais également des piRNAs 

dont les séquences sont dépourvues d'ETs. 

I. Régulation transcriptionnelle

Dans un certain nombre d'études, les complexes piRNAs/PIWI ont été décrits comme 

permettant la mise sous silence de gènes en induisant la mise en place d'une structure 

hétérochromatique au niveau des promoteurs de ces derniers, pouvant aller jusqu'à la 

méthylation ADN des régions promotrices chez certains animaux. En d'autres termes, la voie 

des piRNAs permettrait de réguler transcriptionnellement l'expression de certains gènes 

notamment au cours du développement d'un organisme. 

En 2012, une étude portant sur la formation de la mémoire chez la limace de mer 

(Aplysia) a révélé que les piRNAs permettaient de mettre sous silence l'un des répresseurs 

transcriptionnels majeurs impliqués dans l'inhibition du processus de mémorisation, le gène 

CREB2 (Figure 48). En effet, chez Aplysia, des piRNAs ont été trouvés au niveau du système 

nerveux central. Ces piRNAs neuraux partagent les mêmes caractéristiques que ceux 

retrouvés au niveau des cellules germinales. Il a été montré qu'un piRNA, en particulier le 

piRNA piR-F, était produit en quantité importante en présence de sérotonine, un 

neurotransmetteur impliqué lors des processus de mémoire. Ce piRNA chargé sur l'unique 

protéine PIWI d'Aplysia, la protéine AcaPiwi, reconnaît, par complémentarité de séquence, le 

transcrit naissant du gène creb2, et recruterait une ADN méthyltransférase pour méthyler les 

îlots CpG proches de son promoteur (Rajasethupathy et al., 2012). L'inhibition de l'expression 

de ce gène par le complexe acaPiwi/piR-F conduit à l'augmentation de la plasticité synaptique 

de la mémoire à long terme.  

II.  Régulation post-transcriptionnelle 

 Lors des diverses études menées pour explorer les différentes fonctions des piRNAs, il 

a été démontré que les piRNAs chargés sur les protéines PIWI pouvaient également réguler 

post-transcriptionnellement des gènes cibles en diminuant le taux de leurs transcrits de façon 







Figure 50 : Les complexes piRNA/Aub jouent un rôle dans la stabilisation des
transcrits maternels au pôle postérieur des embryons de drosophile.
La reconnaissance des transcrits maternels nanos par le complexe piRNA/Aub induit le
recrutement de la protéine germinale Wispy, une polyA polymérase. La polymérase Wispy
génère alors une élongation de la queue polyA permettant ainsi de stabiliser les transcrits de
nanos maternels au sein des cellules germinales embryonnaires.
Figure adaptée de la figure 5D de Dufourt et al., 2017
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sein des futures cellules germinales localisées au pôle postérieur de l'embryon est encore 

observable suggérant que le complexe piRNA/Aub ait un rôle différent de celui qu'il exerce 

ailleurs dans l'embryon. Au sein des futures cellules germinales, le complexe piRNA/Aub 

protégerait donc les transcrits du gène nanos (Figure 49 C). Lors de la mutation des séquences 

ciblées de l'ARN messager de nanos par les piRNAs, les piRNAs ne peuvent plus reconnaître 

et protéger les transcrits maternels du gène nanos induisant alors la perte de leur accumulation 

au sein des futures cellules germinales au pôle postérieur de l'embryon. En effet, la 

reconnaissance des transcrits maternels nanos par le complexe piRNA/Aub induit le 

recrutement de la protéine germinale Wispy, une polyA polymérase (Figure 50). La 

polymérase Wispy génère alors une élongation de la queue polyA permettant ainsi de 

stabiliser les transcrits de nanos maternels au sein des cellules germinales embryonnaires 

(Dufourt et al., 2017). Par ailleurs, le complexe CCR4-NOT est absent au pôle postérieur. En 

d'autres termes, ces données incitent à penser que les piRNAs liés aux protéines Aub jouent 

un rôle dans la reconnaissance et la stabilisation des transcrits maternels au pôle postérieur. 

Par conséquent, les piRNAs liés aux protéines Aub ont un rôle dans la spécification des 

cellules germinales ainsi que dans leurs développements.  Récemment, des expériences de 

iCLIP réalisées chez l'embryon précoce de drosophile ont permis de démontrer que plusieurs 

centaines de transcrits maternels étant reconnus par le complexe piRNA/Aub (Barckmann et 

al., 2015). Dès lors, d'autres transcrits tels que le transcrit du gène dude, jouant un rôle dans le 

métabolisme des adénosines monophosphates cycliques, ont été identifiés comme étant 

régulés par les complexes piRNA/Aub lors de la transition zygotique.  

Chez Bombyx mori, la différentiation mâle (WZ) femelle (WW) repose sur la 

production de piRNAs spécifiques chez les femelles. Tout comme pour les locus Stellate et 

Supressor of Stellate de la drosophile, chez B. mori le locus Fem localisé sur le chromosome 

W est responsable de la production de piRNAs dont les séquences sont homologues aux 

transcrits du gène Masculinizer. Le gène Masculinizer est localisé, quant à lui, sur le 

chromosome Z. Les piRNAs produits à partir du locus du chromosome W chez les femelles 

sont liés à la protéine Siwi, une protéine PIWI. La reconnaissance des transcrits par 

complémentarité de séquence avec le piRNA chargé sur la protéine Siwi induit une coupure 

de l'ARN messager du gène Masculinizer (Kiuchi et al., 2014). Lors de l'étude des piRNAs 

produits au sein des embryons femelles de Bombyx mori, une signature ping-pong a été 

retrouvée entre des piRNAs qui dérivaient de l'ARN messager du gène Masculinizer, 

préférentiellement liés aux protéines bmAgo3, et les piRNAs produits par le locus Fem, 







Figure 52 : Comparaison des voies des piRNAs actives chez Drosophila
melanogaster et chez Aedes aegypti.
Chez la drosophile, les protéines PIWI sont presque exclusivement exprimées dans les tissus
gonadiques. La protéine Piwi est une protéine nucléaire exprimée dans les cellules germinales et
les cellules somatiques de l'ovaire, alors que l'expression des protéines Aub et Ago3 est
restreinte aux cellules germinales. Les piRNAs de la drosophile sont principalement dérivés de
séquences et, dans une moindre mesure, d'ARNm.
Chez Aedes aegypti, les protéines PIWI sont au nombre de huit : Piwi 1-7 et Ago3. Certaines de
ces protéines sont exprimées en dehors des gonades. Les piRNAs Aedes aegypti sont produits
à partir des séquences des ARNm mais aussi à partir viraux.
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blocage de l'élimination des séquences IES au niveau du nouveau MAC suggérant que ces 

deux protéines ont, respectivement, un rôle crucial pour la production des scanRNAs et la 

prise en charge de ces derniers. Le complexe Twi1/scanRNA est ensuite acheminé au MAC 

où il reconnaît, par complémentarité de séquence, les transcrits naissant des IES. Par la suite,

des marques histones répressives H3K9 seraient déposées par la protéine ezl1 sur les régions 

ciblées par le complexe Twi1/scanRNA. La protéine HP1 est ensuite recrutée afin de réprimer 

l'expression des séquences IES dans un premier temps. Cette étape préliminaire à l'élimination 

des séquences IES du génome du MAC est relativement similaire à celle mise en place pour la 

mise sous silence des ETs chez la drosophile. Dans un second temps, l'ensemble de ces 

marques hétérochromatiques est reconnu par un mécani

séquences IES du génome du MAC encore inconnu à ce jour. 

D. La défense virale 

 La défense virale au sein des tissus somatiques a initialement été décrite comme étant 

assurée par les voies de siRNAs. Néanmoins, chez certaines espèces animales telles que les 

moustiques, la défense virale requiert la voie des piRNAs (Lewis et al., 2018 ; Schnettler et 

al., 2013 ; Morazzani, et al., 2012 ; Miesen, Girardi et van Rij, 2015). Pour cela, les transcrits 

de chaque brin des transcrits viraux sont pris en charge par les protéines Piwi5 et Ago3 

(Figure 52). Ces deux protéines vont former un complexe hétérotypique initiant ainsi le cycle 

ping-pong. Les transcrits viraux sont peu à peu maturés en piRNAs évitant ainsi la production 

de nouveaux virus. Néanmoins, chez la drosophile, il a été montré que la défense virale ne 

faisait pas intervenir la voie des piRNAs (Petit et al., 2016). La différence de fonction des 

complexes piRNA/PIWI entre la drosophile et le moustique peut être expliquée d'un point de 

vue évolutif. En effet, chez la drosophile seules trois protéines PIWI sont codées par le 

génome alors que chez le moustique, notamment Aedes aegypti, les protéines PIWI sont en 

nombre de sept. Il a ainsi été proposé qu'au cours de l'évolution des espèces, les protéines

PIWI chez le moustique auraient acquis, en plus de leur fonction régulatrice des ETs, des 

fonctions supplémentaires antivirales, alors que les protéines PIWI chez la drosophile auraient 

gardé un rôle restreint à la régulation des ETs. Alternativement, il peut-être aussi proposé que 

la voie des piRNAs a perdu une fonction ancestrale de lutte antivirale. 



Figure 53 : Représentation schématique des chromosomes de la drosophile.
Le génome de la drosophile est réparti sur 4 chromosomes dont trois autosomes (chromosome 2,
3 et 4).
Données issues du NCBI et Calvalo, 2002.
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Chapitre 5 : Le modèle animal  

A. La drosophile 

  La drosophile, ou communément appelée mouche du vinaigre, est un insecte 

appartenant à l'ordre des Diptères. Cet insecte ne faisant que quelques millimètres est la star 

des modèles animaux notamment dans les domaines de la génétique et du développement. 

Plus de 213 960 articles scientifiques concernant la drosophile étaient publiés sur PubMED 

Central le 11 mai 2019. 

 Dans les années 1920, Thomas Hunt Morgan, embryologiste et généticien, (1866-

1945) a notamment utilisé les drosophiles pour étudier la transmission des caractères 

parentaux à la génération suivante. Au cours des générations, une mouche aux yeux blancs est 

fortuitement apparue parmi la population de mouches sauvages dont les yeux sont rouges. Il 

suivit alors la descendance de cet individu qui fut le premier mutant génétique étudié dans 

l'histoire de la génétique. En 1933, il reçut un prix Nobel de Physiologie ou Médecine pour 

ces travaux démontrant que les chromosomes étaient le support de l'hérédité. Par ailleurs, 

Thomas Hunt Morgan et Hermann Müller ont réalisé les premières cartes génétiques de la 

drosophile en étudiant différents mutants. De nos jours, une importante collection de 

drosophiles mutantes est disponible et elle s'accroît chaque année.  

 Le génome de la drosophile est un génome de petite taille. Il est constitué de 180 

millions de paires de bases, soit une vingtaine de fois plus petit que celui de l'Homme. Il est 

réparti en quatre chromosomes (Figure 53) : le premier chromosome est un chromosome 

sexuel (X ou Y) et les 3 autres (le chromosome 2, le chromosome 3 et le chromosome 4) sont 

des autosomes (Bosco et al., 2007). Le projet de séquençage du génome de la drosophile a 

débuté en 1991. Le séquençage et l'annotation du génome de la drosophile ont été terminés 

neuf années plus tard (Adams et al., 2000 ; Celniker et al., 2002). En 2000, près de 98% de la 

partie codante du génome de la drosophile a été séquencée, soit plus de 120 Mb contenant 

environ 13 600 gènes.  

  Homme, de nombreux gènes, de 

nombreuses voies de régulations dont la voie des piRNAs et de nombreux réseaux 

moléculaires Homme et la drosophile. À titre d'exemple, près de 75% 

des gènes impliqués dans des pathologies humaines, telles que le cancer, ont des gènes 



Figure 54 : Le cycle de vie de la drosophile.
pondu sur le milieu éclot 24 heures après en larve. La larve va croître durant 5 jours

avant de s'encapsuler dans une pupe. Le stade pupal dure également 5 jours. Durant cette
période, la larve va se métamorphoser en mouche adulte qui émerge à l'issue du stade pupal. Au
bout de quelques heures, les femelles vont s'accoupler avec les mâles et stockeront le sperme de
ces derniers dans la spermathèque pour l'utiliser ultérieurement.
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homologues chez la drosophile (Bier, 2005). Les nombreux outils génétiques développés dans 

ce modèle ont permis l'acquisition rapide de connaissances sur de nombreuses voies 

conservées chez les animaux. Un des avantages de cet organisme est que les mâles 

n'effectuent pas de recombinaison ce qui facilite les analyses génétiques.  

à la génétique. En effet, les conditions 

d'élevage de cet animal sont faciles et relativement peu coûteuses, que ce soit en termes de 

nourriture, de conditionnement ou encore de stockage. La drosophile possède également une 

capacité reproductive impressionnante par rapport aux autres modèles. En effet, son cycle de 

génération n'est que d'une dizaine de jours à 20°C contre 40 jours pour la souris (Figure 54).

La drosophile peut générer 25 générations en un an. Cependant, la durée de ce cycle de 

génération est dépendante de la température. En effet, le cycle peut durer 50 jours à 12°C, 

alors qu'à 30°C, il ne dure que 8 jours. De plus, une femelle drosophile peut à elle seule 

pondre entre 25 et jour. Autrement dit, un nombre important de descendants peut 

 heures après en larve. La 

larve va croître durant 5 jours avant de s'encapsuler dans une pupe. Le stade pupal dure 

également 5 jours. Durant cette période, la larve va se métamorphoser en mouche adulte qui 

émerge à l'issue du stade pupal. Au bout de quelques heures, les femelles vont s'accoupler 

avec les mâles et stockeront le sperme de ces derniers dans la spermathèque pour l'utiliser 

ultérieurement. L'espérance de vie d'une drosophile est en moyenne de un à deux mois.  

B. Les gonades chez la drosophile  

 L'ovocyte est fécondé lors de son passage dans la spermathèque. La fécondation va 

induire des mitoses incomplètes. En effet, le noyau zygotique subit une succession de 

divisions nucléaires sans cytodiérèse. La fréquence de ces divisions est estimée à une division 

nucléaire environ toutes les huit minutes. Les noyaux ainsi créés vont se répartir dans le 

cytoplasme de l'embryon formant ainsi un syncytium. On parle alors d'embryon syncytial. 

Lors de la 10ième division, les noyaux vont migrer vers la périphérie. C'est le stade de 

blastoderme syncytial durant lequel débute la cellularisation. Les premières cellules à être 

cellularisées sont les cellules germinales primordiales (PGCs) localisées dans la partie 

postérieure de l'embryon au stade 5 (Figure 55). La formation des PGCs dépend notamment 

de l'accumulation de protéines postérieures telles , Vasa, Tudor et Aub. 



Figure 55 : Développement des gonades au cours de de la
drosophile.
Synthèse des différentes étapes du développement des gonades embryonnaires. Les cellules
germinales sont représentées en jaune et est représenté en rouge. Le mésoderme est
représenté uniquement au stade 10 en vert. Les précurseurs des cellules somatiques des gonades
sont représentées en vert à partir du stade 11. Les gènes exprimés spécifiquement aux différents
stades sont listés à droite de la figure.
Figure adaptée de la figure 2 de Santos et Lehmann, 2004.
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Figure 56 : Développement des gonades au cours des stades larvaires, du stade
pupal et au stade adulte de la drosophile.
Au cours des stades larvaires, les cellules souches germinales (en vert clair) se multiplient et

des « Cap cells » et des « Escort cells », deux types cellulaires ayant une origine
somatique (bleu). Cet ensemble de cellules reste localisé au niveau postérieur de

stade pupal. Pendant ce temps, dans la partie antérieure de la gonade se mettent en
place les filaments terminaux.
Durant le stade pupal, les cellules des filaments terminaux vont contacter les « cap cells » et
ainsi faire migrer des cellules localisées en postérieur vers de la gonade
formant ainsi du germarium. Durant cette migration, les cellules germinales les plus
loin des « cap cells » vont commencer à entrer en mitose incomplète (vert foncé) amorçant
ainsi . En fin de métamorphose, l les gonades femelles sont contacter et attacher aux
oviductes et les différentes niches sont individuellement séparées pour former les 16 à 20
ovarioles de chaque ovaire
Figure adaptée de la figure 1 de Gilboa , 2015
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par niche). Les cellules germinales femelles des larves L3 restent bloquées au stade 

nt la méiose). Lors de la transition du stade L3 vers les stades pupaux, les 

cellules de la niche ainsi que les futures cellules germinales souches vont migrer au niveau de 

la partie antérieure du germarium du futur ovaire. La structure des gonades est par la suite 

 gonades femelles 

sont contactées et attachées aux oviductes. En fin de métamorphose, les différentes niches 

sont individuellement séparées pour former les 16 à 20 ovarioles de chaque ovaire (Figure 

26A et 26B).  

Chez le mâle, la spermatogenèse commence dès le stade larvaire L1 après que la niche 

ait été mise en place dans la partie apicale du futur testicule. Les premières spermatides 

matures sont observées suite à la méiose II en début de stade pupal. En d'autres termes, la 

spermatogenèse est fonctionnelle chez le mâle dès le stade pupal. Trente heures après l

en pupe, les futurs testicules vont fondamentalement changer de forme en

gonade ovoïde à une structure allongée et en spirale (Figure 57). En parallèle,  les vésicules 

séminales ainsi que le canal déférent (produites à partir du disque germinal) vont fusionner 

avec les testicules. 

Chez la drosophile adulte, le tissu reproducteur femelle est const

 (Figure 58). Chaque ovariole est 

organisée en une succession de follicules à des stades de maturation progressifs aboutissant à 

-postérieur. La partie la plus antérieure et la plus 

cellules souches somatiques folliculaires. Les deux cellules souches germinales sont localisées 

dans une niche à l'apex du germarium. Elles vont ensuite se diviser de façon asynchrone, 

aboutissant à la formation d'une cellule fille souche germinale qui restera localisée dans la 

niche, et d'une cellule localisée plus postérieurement (le cystoblaste), qui va se détacher de la 

niche pour subir quatre divisions mitotiques successives incomplètes (absence de 

cytodiérèse). À la fin des différentes divisions, un cyste de seize cellules reliées entre elles par 

des ponts cytoplasmiques est obtenu. re elles vont 

posséder quatre ponts cytoplasmiques contre trois pour les autres. Ces cellules vont entrer en 

prophase I et ainsi devenir des pro-ovocytes. Néanmoins, seule une de ces deux cellules est 

sélectionnée pour don  bloquée en prophase I. Le second pro-ovocyte, 

quant à lui, sort de la méiose pour subir une endoréplication de son ADN et devient alors une 

cellule nourricière



Figure 57 : Développement des testicules chez la drosophile.
Au stade larvaire L3, les gonades sont ellipsoïdes. Le pôle apical (orange) contient la niche de
cellules souches germinales et somatique alors que le pôle basal (bleu) sont localisés les
spermatocytes primaires. Au stade pupal, les testicules subissent une élongation (flèches bleues).
Le canal déférent dérivant du disque génital va alors contacté et se fixé à la base du testicule qui

par la suite. Au stade adulte, les testicules en spirales ainsi que tous les composants
génitaux internes et externes dérivés du disque génital sont mis en place.
Figure adaptée de la figure 3 de Coutelis et al., 2008.



47

Les cellules nourricières synthétisent un nombre important d'ARNs messagers et de protéines 

qui seront déversés dans l'ovocyte durant les stades tardifs de l'ovogenèse. Dans la partie 

postérieure du germarium, les 16 cellules germinales sont encapsulées par une monocouche 

de cellules somatiques, les cellules folliculaires issues des cellules souches somatiques, pour 

former un follicule  (Spradling, 1993). Les cellules folliculaires sont reliées 

les unes aux autres par des jonctions serrées. À la sortie du germarium, le follicule néoformé 

 L'ovogenèse le long des ovarioles dure une dizaine de jours.  

Le tissu reproducteur des drosophiles mâles adultes est constitué, quant à lui, de 

deux testicules en forme de spirale. L'apex des testicules renferme les cellules germinales 

souches qui, comme pour les cellules germinales souches ovariennes, se divisent de façon 

asymétrique. Contrairement au germarium, l'apex des testicules de drosophile contient 7 à 8 

cellules germinales souches (Figure 58). Lors de leur division asymétrique, une des cellules 

filles restera une cellule germinale souche, alors que l'autre cellule fille se différenciera par la 

suite. Cette cellule fille est appelée le "gonioblaste" et est entourée de deux cellules 

somatiques issues des cellules somatiques souches. Chaque gonioblaste subit quatre divisions 

incomplètes (absence de cytokinèse) aboutissant à la formation d'un cyste composé de 16 

spermatogonies connectées entre elles par des ponts intercytoplasmiques, les "rings canals". 

Les spermatogonies vont alors commencer à se différencier en spermatocytes. Au cours de 

leur transit testiculaire, les spermatocytes primaires vont effectuer une méiose I et II 

aboutissant à la formation de 64 spermatides rondes renfermées dans un seul cyste. Durant la 

différenciation des spermatocytes en spermatides, des changements de taille et de forme 

seront observés. Les spermatides vont subir une élongation lors de leur transit testiculaire. 

Après la compaction des noyaux, les spermatides sont individualisées puis acheminées à la 

sortie du testicule pour être stockées dans la vésicule séminale. De façon surprenante, aucune 

division n'est observée pour les deux cellules somatiques qui recouvrent les cellules 

germinales dès leur différenciation.  

C. Modèle cellulaire, les cellules OSS   

 Afin d'étudier les différentes propriétés des cellules souches germinales et des cellules 

souches folliculaires, Niki et ses collègues ont développé deux  modèles cellulaires en 2006. 

Ils ont en effet mis en culture des cellules issues d'ovaires de drosophiles mutantes pour le 



Figure 58 : Représentation schématique du tissu reproducteur mâle adulte chez la
drosophile.
A le testicule est composé des cellules du hub (vert) suivies des cellules germinales
souches (bleu). Lors de la division asymétrique de la cellule germinale souche, la cellule fille la
plus postérieure à la niche quitte cette dernière. Lors de son détachement de la niche, elle

alors de deux cellules du cyste somatiques (jaunes) formant un
« gonioblaste ». Après avoir subit quatre divisions incomplètes, le cyste est composé de 16
spermatogonies. Durant leur transit testiculaires, les spermatogonies se différencient en
spermatocytes. Les spermatocytes réalisent ensuite la méiose I et II aboutissant à la formation
de 64 spermatides rondes. (encadré bleu). Les spermatides vont subir une élongation permettant
à la suite des spermatides allongées en spermatozoïdes à la fin du testicule.
Figure adaptée de la figure 1B de Gleason et al., 2018.
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facteur de différenciation bam. Cette mutation empêche la différenciation des cellules 

germinales et donne un phénotype de sac de billes au germarium (Bag of Marbles = BAM).

 La première lignée cellulaire qu'ils ont obtenue dérive uniquement des cellules 

souches folliculaires puisque l'ensemble de ces cellules expriment le marqueur folliculaire 

FasIII. Elles ont été nommées les cellules OSS, ou OSC, pour Ovarian Somatic Sheet Cells. 

Les cellules OSS sont des cellules semi-adhérentes qui sont cultivées dans un milieu adapté à 

la culture de cellules de drosophile (appelé le milieu M3 enrichi d'un broyat de drosophile).

La température de culture des cellules OSS est de 25°C. L'utilisation de cette lignée lors de 

nombreux criblages a notamment permis l'identification des différents acteurs de la voie des 

piRNAs primaires, la seule voie de biogenèse des piRNAs présente dans les cellules 

folliculaires de l'ovaire de drosophile.   

  La seconde lignée cellulaire qu'ils ont obtenue contient un mélange de cellules souches 

germinales et de cellules souches folliculaires. En effet, la mise en culture de cellules 

germinales seules n'est pas rendue possible suggérant que les cellules souches germinales ont 

besoin d'un soutien somatique. 

Chapitre 6 : Objectifs de l'étude 

 Les ETs sont des séquences ADN mobiles retrouvées dans les génomes de toutes les 

espèces où ils ont été recherchés. Moteurs de l'évolution, ces éléments mobiles présents en de 

nombreuses copies dans les génomes ont joué un rôle majeur dans la dynamique des génomes 

en engendrant des mutations et des réarrangements chromosomiques. Néanmoins, étant des 

constituants majeurs des génomes, ils doivent être finement régulés dans le but de préserver 

l'intégrité des génomes et ainsi conserver l'équilibre entre variabilité et stabilité des génomes.

Afin de protéger l'information génétique de l'hôte transmise à la descendance, la régulation 

des ETs au niveau de gonades est effectuée par la voie des piRNAs. Cette voie régule 

l'expression des ETs de façon transcriptionnelle et post-transcriptionnelle en utilisant le 

mécanisme d'ARN interférent dont les acteurs principaux sont des petits ARNs non codants 

de 23 à 29 nucléotides et les protéines de la grande famille ARGONAUTE. De nombreuses 

recherches ont été menées chez les animaux afin de comprendre, en détail, comment les petits 

ARNs de 23 à 29 nts étaient produits au sein des cellules germinales. Le développement des 

techniques de séquençage et du domaine de la bio-informatique a permis une rapide évolution 

des connaissances sur cette voie notamment chez la drosophile et la souris. 
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Afin de mieux comprendre la biogenèse des piRNAs, leur origine a été explorée en les 

séquençant et les cartographiant sur les génomes. Chez la drosophile, mon modèle d'étude, 

142 loci producteurs de piRNAs ont ainsi été identifiés. Ces loci majoritairement 

hétérochromatiques sont composés d'un enchevêtrement d'ETs. Dans cette espèce, ces loci, 

appelés clusters de piRNAs, ont été classés en deux catégories en fonction de leurs propriétés 

transcriptionnelles. D'une part, les clusters de piRNAs "unistrand" sont transcrits par l

polymérase II à  dans les cellules folliculaires des 

ovaires de drosophile. Et d'autre part, les clusters de piRNAs "dual-strand" sont transcrits de 

façon convergente par l  polymérase II à partir  exclusivement 

dans les cellules germinales des ovaires de cette espèce. L'ensemble des études réalisées sur 

les gonades femelles des drosophiles adultes ont permis d'identifier les caractéristiques 

transcriptionnelles de ces deux types de clusters de piRNAs. Cependant, les conditions 

nécessaires à leur activation et donc à la mise en place de la voie des piRNAs au cours du 

développement restent encore inconnues à ce jour. De nombreuses questions se posent donc :

À quel moment du développement la voie des piRNAs est-elle mise en place pour 

protéger l'information génétique transmise à la descendance ? À quel moment a lieu 

l'activation de l'expression des clusters de piRNAs ? Quels sont les acteurs impliqués 

dans l'initiation de l'expression des clusters de piRNAs ? L'expression des clusters de 

piRNAs est-elle concomitante à l'expression des acteurs protéiques de la voie des 

piRNAs ? La voie des piRNAs est-elle mise en place suite à la différenciation de sexe ? 

La voie des piRNAs est-elle active en dehors des gonades au cours du développement de 

la drosophile ? Pour répondre à ces différentes questions, j'ai analysé en détail, avec l'aide du 

Docteur Benjamin Bertin, le profil d'expression d'un cluster de piRNAs au cours du 

développement de la drosophile en prenant comme modèle le cluster de piRNAs flamenco,

producteur majeur de piRNAs au sein des cellules folliculaires des ovaires de drosophile. 

L'expression des clusters de piRNAs permet l'obtention de longs transcrits simple brin 

adressés au site de maturation pour être coupés en petits ARNs de 23 à 29 nucléotides. Les 

transcrits issus des clusters "unistrand" sont accumulés en un foyer nucléaire, appelé le Dot 

COM, avant d'être exportés au cytoplasme alors que les transcrits issus des clusters de 

piRNAs "dual-strand" sont, quant à eux, directement acheminés à la membrane nucléaire pour 

être exportés au cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, les transcrits des clusters de 

piRNAs sont reconnus et acheminés à leur site de maturation. L'une des questions les plus 

énigmatiques dans ce domaine est de savoir comment sont adressés les transcrits 
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provenant de clusters de piRNAs à leur site de maturation. Dans la littérature, il a été 

démontré que les piRNAs hérités maternellement ont un rôle clé pour la reconnaissance et la 

maturation des transcrits des clusters de piRNAs "dual-strand". Néanmoins, les mécanismes 

d'adressage des transcrits issus de clusters de piRNAs "unistrand" restent encore inconnus à ce 

jour. Contrairement aux transcrits des clusters de piRNAs "dual-strand", les transcrits des 

clusters de piRNAs "unistrand" partagent de nombreuses caractéristiques avec les transcrits de 

gènes. Ils sont coiffés à leur extrémité 5' et possèdent une queue poly(A) à leur extrémité 3'. 

De plus, les transcrits provenant du cluster de piRNAs "unistrand" flamenco, locus producteur 

majeur de piRNA des cellules folliculaires, subissent des épissages alternatifs. En d'autres 

termes, les clusters de piRNAs "unistrand" tels que flamenco se comporteraient comme des 

gènes. Alors comment la cellule distingue-t-elle les transcrits émanant de clusters de 

piRNAs "unistrand" devant être maturés en piRNAs des transcrits provenant de gènes 

devant être traduits ? Quels sont les mécanismes permettant la reconnaissance des 

transcrits provenant de clusters de piRNAs "unistrand" pour être maturés en piRNAs ? 

Pour expliquer ce phénomène, mon hypothèse est la suivante : il y aurait, au sein de flamenco, 

piRNAs permettant ainsi la maturation des transcrits de flamenco en piRNAs. Une étude 

menée par notre équipe et en collaboration avec Ramesh Pilai a 

piRNAs artificiels provenant des séquences placées en aval de la région transcrite de flamenco

(+1 à +718 nts par rapport à son site d'initiation de la transcription) était observée lors de 

transfections transitoires au sein des cellules OSS. Lorsque cette région de flamenco est

placée entre deux gènes rapporteurs, elle permet la production de piRNAs provenant de la 

séquence placée en aval de flamenco, mais pas de la séquence placée en amont. Ceci suggère 

que cette région de flamenco fonctionne en position interne et de façon unidirectionnelle. 

Cette région de flamenco serait-elle la clé de la sélection et de la maturation des 

transcrits de flamenco en piRNAs ? Quelle est la particularité de cette région ? Est-elle 

également responsable de l'adressage des transcrits de flamenco in vivo ? Quels sont les 

facteurs impliqués dans la reconnaissance de cette région de flamenco ? Cette sélection 

est-elle effectuée dès la transcription des clusters de piRNAs ou une fois que ces derniers 

sont épissés ? La sélection a-elle lieu au niveau du noyau ou du cytoplasme ? 

 ? Pour le savoir, j'ai généré divers transgènes 

possédant différentes parties de la région de flamenco en amont du gène rapporteur tomato,

codant une protéine fluorescente. 
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 Les piRNAs issus de la maturation des transcrits des clusters de piRNAs sont par la 

suite pris en charge par les protéines PIWI. Les complexes piRNA/PIWI vont reconnaître, par 

complémentarité de séquence, les transcrits des ETs actifs à réprimer. Néanmoins, de plus en 

plus d'études ont démontré que les complexes piRNA/PIWI avaient également la capacité de 

réguler des gènes chez certains animaux. Contrairement aux ETs, la reconnaissance des 

transcrits de gènes par les complexes piRNA/PIWI est basée sur un appariement incomplet. 

Sachant que les cellules folliculaires jouent un rôle important lors de la formation de la 

gonade et de sa physiologie chez les drosophiles femelles,  est-ce que les piRNAs produits à 

partir de clusters de piRNAs "unistrand" présentent la capacité de réguler certains 

gènes impliqués dans l'un de ces deux processus ? Cette régulation est-elle effectuée lors 

des fenêtres temporelles précises ? Quels sont les critères de reconnaissance des 

transcrits de gènes devant être régulés ? Les acteurs impliqués dans la régulation 

génique menée par les piRNAs sont-ils différents de ceux impliqués dans la régulation de 

l'expression des ETs ? Quels sont les mécanismes mis en jeu lors de la régulation des 

gènes par les piRNAs ? Afin de trouver des réponses à ces questions, une étude très 

préliminaire consistant à identifier les gènes potentiellement régulés par les piRNAs 

provenant du cluster de piRNAs flamenco a été initiée durant ma thèse. 

 Bien que la voie des piRNAs soit relativement bien décrite chez la drosophile, la

biogenèse des piRNAs n est pas encore totalement comprise. L'ensemble de ces axes de 

recherches in vivo permettront ainsi d'avancer dans la compréhension de la biologie des 

clusters de piRNAs "unistrand", mais aussi des mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la 

biogenèse des piRNAs en utilisant la drosophile comme modèle d'étude.  





Discussion
générale
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piRNAs au sein des cellules somatiques de soutien protégeant la lignée germinale au sein des 

gonades .  

 L'activation de la voie des piRNAs dans les cellules somatiques des gonades résulte de 

i) l'expression de clusters de piRNAs "unistrand", dont flamenco est le principal, mais 

également de  des protéines de la voie des piRNAs. Durant ma thèse, j'ai donc 

étudié, avec l'aide de Benjamin BERTIN, le profil d'expression d un cluster de piRNAs

"unistrand" au cours du développement de la drosophile en prenant comme modèle le cluster 

de piRNAs flamenco. Le cluster de piRNAs flamenco est localisé dans la région 

péricentromérique du chromosome X et s'étend sur plus de 500 kb selon la release R6. Bien 

que localisé dans une région hétérochromatique, l'étude des marques chromatiniennes au 

niveau de ce cluster de piRNAs a révélé  en marques histones 

répressives H3K9me3 (Mohn et al., 2014).Le promoteur de flamenco est un promoteur de 

 (Goriaux et al., 2014; Sienski et al., 2012).

L'activation de l'expression de ce cluster dépend du facteur de transcription Cubitus Interuptus

(Ci) (Goriaux et al., 2014). Dans les ovaires de drosophiles, il a été montré que le cluster de 

piRNAs flamenco est exprimé exclusivement dans les cellules folliculaires (Dennis et al., 

2016, 2013).  Néanmoins, l'initiation de l'expression du cluster de piRNAs flamenco dans les 

cellules somatiques des ovaires de drosophiles, et par conséquent, l'initiation de la voie des 

piRNAs dans ces mêmes cellules au cours du développement était encore inconnue à ce jour. 

A. Le piRNA cluster flamenco est exprimé très précocement du développement 

de la drosophile 

 Grâce au transgène senseur de l'expression de flamenco que j'ai développé, nous avons 

démontré que le cluster de piRNAs flamenco s'exprimait précocement dans les cellules 

somatiques des gonades embryonnaires femelles, mais aussi des gonades embryonnaires 

mâles. En effet, le cluster de piRNAs flamenco commence à être exprimé dans les précurseurs 

teragissent avec les cellules germinales 

primordiales au stade embryonnaire 13. Après la coalescence des cellules gonadiques au stade 

u cluster flamenco semble augmentée dans les cellules somatiques des 

gonades des deux sexes, ce qui suggère que flamenco

En outre, nous montrons 

également par des expériences d'hybridation in situ ARN (FISH) que les transcrits endogènes 

de flamenco sont déjà accumulés en un foyer nucléaire suggérant que le transit nucléaire des 
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transcrits de flamenco est également fonctionnel dès le début de la gonadogenèse. Dans les 

cellules folliculaires des ovaires de drosophiles adultes, ce site d'accumulation est appelé Dot 

COM et fait face au site de maturation cytoplasmique, le corps Yb (Dennis et al., 2013). Cette 

accumulation précoce des transcrits de flamenco dans les précurseurs des cellules somatiques 

des gonades suggère que la voie des piRNAs est active dans les précurseurs de cellules 

somatiques folliculaires  très précocement au cours de l'embryogenèse. 

 Durant les stades larvaires et le stade adulte des drosophiles mâles et femelles, nous 

avons démontré que le cluster de piRNAs flamenco était uniquement exprimé dans les cellules 

somatiques des gonades en contact avec les cellules germinales. Ces données suggèrent, une 

fois de plus, que le contact entre les cellules de la lignée germinale et les cellules somatiques 

des gonades pourrait être un pré requis à l'expression du cluster de piRNAs flamenco, et par 

conséquent, à l'activation de la voie des piRNAs dans ces cellules somatiques des gonades. La 

communication entre les cellules gonadiques somatiques et la lignée germinale serait-elle la 

clé de l'activation de la voie des piRNAs dans les cellules somatiques des gonades en contact 

avec les cellules germinales ? 

 Au cours de l'embryogenèse, les cellules germinales primordiales migrent tout d'abord 

à travers l'endoderme postérieur, se déplacent ensuite vers la surface dorsale de l'endoderme, 

pour finalement migrer dans le mésoderme adjacent. Une fois localisées dans le mésoderme, 

cellules germinales primordiales sont attirées vers un sous-ensemble de cellules 

mésodermiques (les précurseurs des cellules somatiques de la gonade) pour former la gonade 

embryonnaire. L'attraction des cellules germinales primordiales est induite par l'expression de 

l'Hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (HMGCR) dans les précurseurs des cellules 

somatiques des gonades (Van Doren et al., 1998). Cette enzyme est initialement exprimée 

dans le mésoderme, puis son expression est restreinte à des blocs de cellules mésodermiques 

localisés dans les parasegments 10 à 12. Ces blocs de cellules correspondent aux précurseurs 

des cellules somatiques des gonades. Vers le stade 13, ces cellules vont se joindre pour former 

une bande continue de cellules finement attachées aux cellules germinales primordiales. Dans 

les embryons mutants hmgcr, la plupart des cellules germinales primordiales localisées dans 

somatiques des gonades. De plus, l'expression ectopique du gène hmgcr dans les cellules de 

l'épiderme et des cellules du système nerveux est suffisante pour attirer les cellules germinales 

primordiales vers des tissus vers lesquels elles ne migreraient normalement pas (Van Doren et 

al., 1998). Il serait alors intéressant de savoir si, dans des embryons mutants hmgcr,
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l'expression de flamenco est activée ou non dans les précurseurs des cellules somatiques des 

gonades en absence de contact avec les cellules germinales primordiales. Des expériences 

sion de flamenco est initiée 

dans les cellules qui attirent artificiellement les cellules germinales en exprimant 

ectopiquement le gène hmgcr dans les cellules de l'épiderme et des cellules du système 

nerveux par exemple. 

B.  flamenco, cible du facteur de transcription Traffic Jam 

 L'un des potentiels acteurs impliqués dans l'expression de flamenco pourrait être le 

facteur de transcription de type Maf codé par le gène traffic jam (tj). Ce facteur de 

transcription est connu pour être impliqué dans la migration de cellules somatiques dites 

"border cells" dans ovaires de drosophiles (Gunawan et al., 2013), mais aussi dans la 

morphogenèse des gonades mâles et femelles de drosophiles (Li et al., 2003). De plus, le 

profil d'expression du gène tj correspond parfaitement au profil d'expression de flamenco.

Tout comme flamenco, le gène tj s'exprime dès le stade embryonnaire 13 dans les cellules 

somatiques des futures gonades mâles et femelles. Son expression est restreinte par la suite 

aux cellules somatiques directement en contact avec les cellules souches germinales et les

cellules germinales différenciées au cours de la gonadogenèse et de la gamétogénèse (Li et al., 

2003). De façon intéressante, l'expression des facteurs de transcriptions de type Maf dans les 

gonades des mammifères est également restreinte aux cellules somatiques en contact avec les 

cellules de la lignée germinale (DeFalco and Capel, 2009). L'analyse bio-informatique des 

résultats de ChIP Seq réalisés sur cellules OSS et utilisant un anticorps dirigé contre le facteur 

de transcription Tj a révélé des sites de fixation de Tj dans la région promotrice de flamenco.

Ces informations suggéreraient donc que l'expression de flamenco pourrait être directement 

induite par ce facteur de transcription. 

 Ces résultats sont appuyés par des expériences in vivo

de Tj spécifiquement dans les cellules somatiques folliculaires. En effet, l'expression d'une 

construction RNAi ciblant les transcrits du gène tj dans les cellules somatiques des ovaires de 

drosophiles a eu pour conséquence d'induire la formation d'ovaires rudimentaires similaires à 

ceux obtenus lors de la mutation du cluster de piRNAs flamenco. La présence d'ovaires 

rudimentaires dans un mutant tj pourrait peut-être être la conséquence 

altérée du cluster de piRNAs flamenco entraînant ainsi la dérépression de certains ETs. En 

effet, nous avons montré que l'altération de l'expression du gène tj était responsable de la 
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dérépression d'un des éléments transposables connus pour être régulés par le cluster de 

piRNAs flamenco, l'élément transposable ZAM. Des expériences d'expression ectopique du 

gène tj pourraient également être conduites pour savoir si l'expression du facteur de 

transcription Tj est suffisante pour induire l'expression du cluster de piRNAs flamenco dans 

des cellules connues pour ne pas exprimer flamenco telles que les cellules germinales. De 

façon intrigante, le facteur de transcription Tj est connu pour activer l'expression de la 

protéine Piwi (Saito et al., 2009). Par ailleurs, des expériences d'hybridation in situ ont révélé 

sont également exprimés dans les gonades d'embryons au stade 13. Nait alors l'idée que Tj

pourrait être le Facteur de Transcription "chef d'orchestre" qui initierait l'activation de la voie 

des piRNAs dans les cellules somatiques adjacentes des cellules germinales.  

C. La voie de signalisation Hedgehog pourrait-

tj et de flamenco dans les cellules adjacentes aux 

cellules germinales ? 

 Sachant que l'expression du gène tj et du cluster de piRNAs flamenco commencent 

lors de la mise en contact des cellules germinales avec les précurseurs des cellules somatiques 

des gonades et que leur expression est plus importante après la coalescence des gonades chez 

l'embryon, il serait également envisageable que l'activation de leur expression soit due à un 

facteur de transcription commun produit à la suite d'une communication entre les cellules des 

gonades. Des études ont montré que l'enzyme HMGCR, requise pour l'attraction des cellules 

germinales primordiales aux précurseurs des cellules somatiques des gonades, était impliquée 

dans la voie de signalisation Hedgehog (Deshpande et al., 2001). Ils ont également démontré 

que la migration de la lignée germinale vers les précurseurs des cellules somatiques des 

gonades et la coalescence dans les gonades embryonnaires étaient extrêmement sensibles à 

l'activité de la voie de signalisation Hedgehog. De façon intéressante, il a été montré que 

edgehog est le facteur de 

transcription Ci. Or, le facteur de transcription Ci a précédemment été décrit comme 

permettant l'expression du cluster de piRNAs flamenco dans les cellules en culture dérivées 

des cellules souches folliculaires (Goriaux et al., 2014). De plus, nos analyses in silico ont 

confirmé flamenco. Enfin, une 

étude récente a montré que Tj serait activé par le facteur de transcription Ci en réponse à la 

voie de signalisation Hedgehog (Lai et al., 2017). Il serait donc crucial de savoir si 
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flamenco, mais aussi celle du gène tj, dépendent du facteur de transcription 

Ci, et par conséquent, de savoir si elles dépendent de la voie de signalisation Hedgehog.  

D. u cluster de piRNAs flamenco et du gène tj par 

une autre voie de signalisation ? 

  La voie de signalisation Notch est une voie conservée chez les animaux qui est 

impliquée dans de nombreux processus développementaux basés sur la communication 

intercellulaire. L'activation de la voie Notch repose sur deux éléments : le récepteur 

transmembranaires Notch et son ligand Delta (Bray, 2006; Kopan and Ilagan, 2009). Au sein 

des ovaires de drosophiles, il a été montré que les cellules germinales produisaient le ligand 

Delta et que le récepteur Notch était présent sur les membranes de toutes les cellules 

somatiques composant l'ovaire (Xu and Gridley, 2012). Pour toutes les cellules somatiques 

des ovaires en contact avec les cellules germinales, les ligands Delta sont fixés sur leurs 

récepteurs Notch engendrant par la suite des clivages protéolytiques des récepteurs. A la suite 

de ces clivages, la partie cytoplasmique du récepteur de Notch est libéré de la membrane et est 

importé au noyau. Le domaine intracellulaire de Notch interagit avec un complexe de trois 

protéines ayant la capacité de se lier à l'ADN (CBF-1 / Su (H) / LAG-1) ainsi qu'avec le 

coactivateur transcriptionnel Mastermind pour activer l'expression de gènes cibles. En d'autres 

termes, les cellules somatiques des ovaires ayant un contact avec les cellules germinales 

présentent une activation de la voie Notch importante par rapport aux cellules somatiques 

interfolliculaires. De façon intéressante, le patron d'activation de la voie Notch dans les 

ovaires de drosophiles  (Assa-Kunik et al., 2007; Xu and Gridley, 2012) correspond au profil 

d'expression de flamenco et du gène tj suggérant que la voie Notch pourrait être impliquée 

flamenco et peut-être de la voie des 

piRNAs dans les cellules somatiques folliculaires. De plus, le récepteur Notch est exprimé 

dans les précurseurs des cellules somatiques des gonades à partir du stade 12, -à-dire 

juste avant que ces cellules attirent les cellules germinales primordiales (Kitadate and 

Kobayashi, 2010). Pour savoir si l'activation de la voie Notch au sein des cellules somatiques 

des gonades de drosophiles est responsable de l'expression de flamenco, le profil d'expression 

de flamenco au cours du développement sera étudié en utilisant des lignées exprimant dans les 

cellules folliculaires une construction RNAi ciblant les transcrits du gène Notch ou en utilisant 

des lignées de drosophiles mutantes pour ce gène. Des expériences d'activation constitutive de 

la voie Notch au sein des cellules interfolliculaires pourrait être réalisées dans le but de savoir 
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si la voie Notch est suffisante pour induire l'expression du cluster de piRNAs flamenco dans 

des cellules connues pour ne pas exprimer le locus flamenco telles que les cellules "stalks".  

 La description du profil d'expression de flamenco et ainsi que les analyses portant sur 

la régulation de son expression ont ouvert de nouvelles pistes pour les futures études visant à 

comprendre l'établissement de la voie piRNAs dans les gonades de drosophiles. 

 Le devenir des transcrits des clusters de piRNAs, un choix cellulaire ? 

Chez les animaux, la transcription des clusters de piRNAs dépend de l

polymérase II tout comme les gènes. Contrairement aux transcrits de gènes, les transcrits issus 

des clusters de piRNAs sont des longs ARNs non codants sélectionnés pour être maturés en 

nigmatiques 

concernant la biogenèse des piRNAs, qui reste à ce jour encore en suspens, est de savoir 

comment des transcrits provenant des clusters de piRNAs sont sélectionnés pour être maturés 

en piRNAs.  

La reconnaissance des transcrits provenant des clusters de piRNAs "dual-strand" 

par les cellules germinales chez la drosophile serait liée au fait qu'ils soient transcrits de façon 

non canonique. En effet, ils ne sont ni épissés ni coiffés et la majorité d'entre eux ne seraient 

pas polyadénylés (Brennecke et al., 2007; Chen et al., 2016; Malone et al., 2009; Mohn et al., 

2014; Sienski et al., 2012). De plus, il a été montré que la maturation des transcrits artificiels 

en piRNAs dans les cellules germinales d'ovaires de drosophiles pouvait être induite par la 

liaison d'un des composants du nuage sur ces transcrits (Rogers et al., 2017). Il a été proposé 

que la reconnaissance des transcrits de clusters de piRNAs "dual-strand" serait réalisée dès 

leur transcription par la protéine Cutoff et UAP56. Une fois reconnus, ces transcrits sont 

acheminés à la membrane nucléaire par un transit nucléaire impliquant les protéines 

Bootlegger, Nxf3 et Nxt1 (Elmaghraby et al., 2019). Ce transit nucléaire est différent de celui 

des transcrits de gènes. L'exportine Crm1 permet ensuite leur transfert au cytoplasme où ils 

seront pris en charge par la protéine Vasa dont le rôle serait de les amener au nuage pour y 

être maturés en piRNAs. 

Contrairement aux transcrits des piRNAs clusters "dual-strand" présents 

uniquement chez la drosophile, les transcrits des clusters de piRNAs "unistrand" présents chez 

de nombreux animaux tels que les mammifères et chez la drosophile présentent les 
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nucléotides des transcrits de flamenco,

une forte expression de flamenco. La faible expression des transgènes possédant la région 

unique transcrite de flamenco pourrait être expliquée par l'absence de séquences d'ETs. Or, les 

ETs ont la particularité de posséder des sites de liaison pour certains facteurs de transcription. 

En effet, l'ajout d'une séquence de flamenco contenant des ETs en amont de la séquence 

rapportrice tomato a permis d'améliorer l'expression des transgènes suggérant que l'expression 

de flamenco dépendrait des facteurs de transcription présents dans les séquences d'ETs 

composant ce locus. La présence d'une séquence issue du cluster de piRNAs flamenco dans 

les transcrits chimériques n'a cependant pas empêché leur traduction. Les transcrits des 

transgènes étant préférentiellement traduits en protéines, j'ai donc recherché les facteurs 

requis pour leur adressage à la voie de maturation des piRNAs. Les paramètres pouvant 

influencer l'adressage des transcrits chimériques à la voie de maturation des piRNAs testés 

dans cette étude sont la stabilité des transcrits, l'environnement génomique ainsi que la 

longueur du fragment de flamenco placé en amont du gène rapporteur. Bien que 

l'augmentation de la longueur du fragment de flamenco placé en amont du gène rapporteur ait 

permis d'améliorer la prise en charge des transcrits artificiels par la voie de maturation en 

piRNAs, la quantité de piRNAs homologues à la séquence tomato détectés dans les ovaires 

des lignées transgéniques reste relativement faible. La faible détection de piRNAs 

homologues à la séquence tomato produits dans les cellules folliculaires pourrait cependant 

être liée à la trop grande quantité de piRNAs produits dans la lignée germinale et recueillis 

dans les échantillons séquencés issus d'ovaires entiers. 

 L'utilisation de transgènes pour identifier la séquence responsable de l'adressage des 

transcrits de flamenco dans les cellules folliculaires in vivo

optimal. L'utilisation de la technologie de CRISPER-Cas 9 est actuellement  qui 

semble la plus adaptée pour identifier la ou les régions nécessaires à la reconnaissance des 

transcrits de flamenco (Adli, 2018; Pickar-Oliver and Gersbach, 2019). Les futures 

expériences de CRISPER-Cas9 nous permettront de supprimer précisément différentes 

régions du locus endogène flamenco,

requises pour que les transcrits de flamenco soient adressés à leur site de maturation dans les 

cellules folliculaires. Une analyse détaillée de ces séquences permettra à long terme 

d'identifier les facteurs nécessaires pour la sélection et la maturation des transcrits de

flamenco en piRNAs, et par conséquent, de progresser dans la compréhension de la biogenèse 

des piRNAs. 
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B. Amélioration de la résolution des résultats d'une étude in vivo 

 Lors de la comparaison de l'alignement des piRNAs provenant des cellules OSS en 

culture et des ovaires sur les 6334 premières bases de flamenco, peu de piRNAs produits à 

partir de cette région ont été détectés dans les ovaires entiers par rapport aux cellules OSS. Le 

séquençage des petits ARNs liés à la protéine Piwi permettrait de s'affranchir des piRNAs 

germinaux produits lors du cycle ping-pong, et ainsi, d'améliorer la détection des piRNAs 

produits dans les cellules folliculaires. Le séquençage des petits ARNs liés à la protéine Piwi 

à partir d'ovaires entiers a permis la détection de piRNAs artificiels produits à partir des 

transcrits d'un transgène exprimé spécifiquement dans les cellules folliculaires dans trois 

études récentes (Muerdter et al., 2012; Pandey et al., 2017; Rogers et al., 2017). En d'autres 

termes, la détection des éventuels piRNAs homologues de la séquence tomato dans nos 

lignées transgéniques pourrait être améliorée en séquençant uniquement les petits ARNs liés à 

la protéine Piwi. Néanmoins, la protéine Piwi est une protéine de la voie des piRNAs 

exprimée dans les deux types cellulaires qui composent l'ovaire : les cellules somatiques de 

l'ovaire et les cellules germinales. Pour aller plus loin dans l'optimisation de la résolution de

ces expériences in vivo, des expériences de FACS pourraient être envisagées afin de trier les 

cellules folliculaires (de la Cruz and Edgar, 2008; Tuchin et al., 2011). Afin de s'affranchir de 

leur force d'expression, les transgènes développés dans cette étude pourraient être couplés à 

un transgène UASp GFP piloté par le driver Traffic jam (driver spécifique des cellules 

folliculaires) pour que le tri des cellules folliculaires soit réalisé sur la fluorescence de la 

protéine GFP.  

C. Distinction entre sélection et maturation des transcrits de cluster de piRNAs 

 La biogenèse de piRNAs résulte de nombreuses étapes successives : la transcription du 

cluster de piRNAs, le transit nucléaire de ses transcrits, l'export cytoplasmique des transcrits, 

l'adressage des transcrits à la voie de maturation des piRNAs et enfin leur maturation en 

piRNAs. Récemment, deux équipes ont développé in vivo un système artificiel permettant de 

séparer l'étape de sélection des transcrits devant être maturés en piRNAs de l'étape de 

maturation de ces derniers. Ce système consiste à recruter artificiellement une protéine de la 

voie des piRNAs sur n'importe quel transcrit afin de savoir si son recrutement sur un transcrit 

est suffisant à initier la maturation de ce dernier en piRNAs. Ils ont ainsi démontré que 

n'importe quelle séquence qui était artificiellement adressée à la voie des piRNAs était 

maturée en piRNAs. En d'autres termes, l'adressage artificiel d'un transcrit au site de 
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maturation suffit à le maturer en petits ARNs de 23 à 29 nts. Cependant, la reconnaissance des 

transcrits devant être maturés en piRNAs reste encore inconnue. 

 Néanmoins, avant leurs exports cytoplasmiques, les transcrits de clusters de piRNAs 

"unistrand" tels que flamenco, sont accumulés en un foyer nucléaire au sein des cellules 

folliculaires des ovaires de drosophiles (Dennis et al., 2016, 2013). Ce site nucléaire 

d'accumulation des transcrits de clusters de piRNAs "unistrand", le Dot COM, fait 

directement face au corps Yb, structure multiprotéique responsable de la maturation des 

transcrits en piRNAs. En d'autres termes, le flux de transcrits de clusters de piRNAs 

"unistrand" exportés est concentré sur une faible zone de la membrane nucléaire. Les 

transcrits exportés au cytoplasme sont alors proches du corps Yb permettant alors leurs prises 

en charge par la voie de maturation des piRNAs. Par ailleurs, la mutation des protéines 

impliquées dans la formation du corps Yb telles que Armitage et Zucchini n'affecte pas 

flamenco dans le Dot COM (Dennis et al., 2013). Les 

exportines Nxt1 et Nxf1 ainsi que les protéines du complexe exon-jonction et la protéine 

UAP56 sont requises pour le transit nucléaire des transcrits du locus flamenco. L'absence de 

l'expression de flamenco dans les cellules folliculaires d'ovaires des lignées BG ainsi que le 

blocage de l'export des transcrits de flamenco altèrent la formation du corps Yb (Dennis et al., 

2016). L'accumulation des transcrits serait alors une étape intermédiaire nécessaire entre la 

sélection des transcrits de flamenco et leur maturation en piRNAs. Sachant que les transcrits 

des transgènes développés dans cette étude sont majoritairement traduits en protéines, des 

expériences de double RNA FISH nous permettraient de savoir si ces transcrits colocalisent 

ou non avec les transcrits endogènes de flamenco. L'absence de leur accumulation dans le Dot 

COM serait ainsi la preuve que les transcrits des transgènes ne sont pas reconnus comme des 

transcrits provenant de clusters de piRNAs, d'où leur faible maturation en piRNAs. 

Néanmoins les critères de sélection permettant l'accumulation des transcrits au Dot COM 

restent encore à découvrir. 

D. Paramètres permettant la distinction entre les ARNs messagers et les ARNs 

des clusters de piRNAs "unistrand" 

s longs 

ARNs non codants, tels que les ARNs précurseurs provenant de la transcription des clusters 

"unistrand", chez les eucaryotes est un axe de recherche relativement complexe. Les ARNs 

messagers sont en effet constitués de régions codantes bornées par deux régions transcrites 







Figure 59 : Structure des transgènes présents dans les lignée BG et KG.
Le transgène BG est composé du gène GAL4 (en marron) fusionné à la séquence « suppressor of
Hairy-wing » (Su(Hw)) (carré noir), du gène de résistance à la néomycine (en rose) et du gène
white (en rouge). Le transgène KG est quant à lui composé du gène white (en rouge) encadré par
deux séquences « suppressor of Hairy-wing » (Su(Hw)) (carrés noirs) et du gène yellow (en jaune).
Les pieds de P sont représentés par des triangles blancs. Figure adaptée du tableau 1 de
Bellen et al., 2004.

white yellow

Figure 60 : Diminution drastique de la production de piRNAs provenant de flamenco à la 

Alignement des petits ARNs de 23 à 29 nts uniques issus des ovaires de drosophile KG/+ et des
ovaires de drosophile KG/KG sur KG00476 . Les alignements ont été normalisés en reads
per millions (RPM). Seules les positions 5 des piRNAs ont été représentées.
Les séquences flamenco (+1 à +2367 et de +2368 à +7498 par rapport au promoteur de flamenco)
sont représentées en gris, celle du gène white en rouge et celle du gène yellow en jaune. Les 2
séquences « suppressor of Hairy-wing » sont représentées par des triangles noirs.
Le transgène KG inséré à la position X:21,634,258 (+2367).
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sens de transcription de flamenco) (Figure 59). Chaque séquence codante possède son propre 

flamenco (Bellen et al., 2004). En 

rédigeant ce manuscrit, je me suis donc demandée si l'insertion du transgène KG affectait 

uniquement la maturation des transcrits de flamenco en aval de son site d'insertion, ou si elle 

affectait de façon globale la maturation des transcrits de flamenco. Ces analyses m'ont permis 

de montrer que l'insertion du transgène KG dans le cluster de piRNAs flamenco entraine une 

diminution drastique de la production des piRNAs provenant de flamenco en amont et en aval 

de son site d'insertion (Figure 60). Pourtant, l'insertion de la séquence rapportrice gfp orientée 

en anti-sens dans un locus ectopique de flamenco n'a pas altéré la capacité de ce cluster de 

piRNAs ectopique à produire des piRNAs (Muerdter et al., 2012). Ces données suggèrent 

donc que l'introduction d'une séquence codante au sein d'un cluster de piRNAs altérerait la 

prise en charge de ces transcrits par la voie de maturation des piRNAs. En d'autres termes, la 

présence de la séquence codante tomato pourrait être responsable du faible l'adressage des 

transcrits chimériques à la voie de maturation des piRNAs. La séquence tomato a donc été 

placée en orientation inverse par rapport au sens de transcription des transgènes afin de tester 

cette hypothèse.  

 Une meilleure connaissance des critères permettant à un transcrit d'être sélectionné 

pour être par la suite maturé en piRNAs offrirait la possibilité de détourner la voie des 

piRNAs pour réguler transcriptionnellement et post-transcriptionnellement des gènes. 

Cependant, bien que de nombreuses expériences aient permis de générer des piRNAs 

artificiels, l'exploration de la fonctionnalité de ces piRNAs n'a encore jamais été testée. Je suis 

actuellement en train de développer un système permettant de savoir si les piRNAs dérivant 

de la séquence rapportrice tomato -à-dire, de savoir si les piRNAs 

tomato anti-sens auraient la 

capacité de reconnaitre, et par conséquent, de réguler les transcrits dont ils seraient 

complémentaires. 

 Si les piRNAs artificiellement produits sont effectivement fonctionnels, ils seraient 

alors des outils relativement intéressants pour réguler spécifiquement l'expression d'un gène 

de façon transcriptionnelle et post-transcriptionnelle. 
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parfois inexistants, sont induits lors de la mutation du locus flamenco, le cluster de piRNAs 

producteur majeur de piRNAs dans les cellules folliculaires (Mével-Ninio et al., 2007). En 

d'autres termes, l'altération de la production de piRNAs provenant du locus flamenco entraîne, 

à elle seule, des défauts d'ovaires (Brennecke et al., 2007; Mével-Ninio et al., 2007). Bien que 

ETs, il serait également envisageable que l'absence de production de piRNAs à partir du locus 

flamenco engendre une dérégulation d'un ou plusieurs gènes ayant pour conséquence 

 de phénotype d'ovaires atrophiés. Afin de tester cette hypothèse, j'ai essayé 

d'identifier les gènes qui pourraient potentiellement être reconnus, et donc régulés, par les 

piRNAs produits à partir du cluster de piRNAs flamenco utilisant des approches bio-

informatique et de biologie moléculaire. 

 Les résultats préliminaires ont permis de découvrir que le gène Zydeco serait une cible 

potentielle des piRNAs produits par flamenco puisque la diminution de piRNAs provenant de 

flamenco induit une diminution du niveau d'expression de ce gène. Ces résultats suggèrent 

que les piRNAs de flamenco stabiliseraient alors les transcrits du gène zydeco dans les ovaires 

de drosophiles. Néanmoins, la recherche d informations sur ce gène ne mentionne aucune 

fonction liée à l'ovogenèse. En effet, le gène Zydeco est décrit comme étant un échangeur 

membranaire de cations sodium/calcium dépendant du potassium impliqué dans la 

dépolarisation des membranes des cellules gliales (Freeman, 2015). Alors pourquoi les 

piRNAs de flamenco stabiliseraient-ils les transcrits de ce gène dans les ovaires de 

drosophiles ? La protéine Zydeco est-elle exprimée à la membrane des cellules folliculaires 

des ovaires de drosophiles ? Son expression est-elle restreinte aux cellules préalablement 

décrites comme exprimant flamenco ? Le gène zydeco est-il différentiellement exprimé au 

 ? La protéine Zydeco participe-t-  ? Une 

analyse détaillée de ce gène au sein des ovaires de drosophiles nous permettra de répondre à 

ces diverses questions.   

 Dans la littérature, il a été montré que la reconnaissance des gènes par les piRNAs est 

souvent basée sur un appariement incomplet. En effet, un appariement de quatorze bases entre 

les piRNAs et leurs transcrits cibles serait suffisant chez l'embryon de drosophiles pour que 

ces derniers exercent leur rôle de régulateur génique (Barckmann et al., 2015; Rouget et al., 

2010). Les futures recherches in silico visant à identifier les gènes potentiellement réguler par 

le cluster de piRNAs flamenco seront donc optimisées en autorisant un nombre plus important 

de mésappariements, mais aussi en analysant l'ensemble des piRNAs produits par flamenco et 
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non pas que les piRNAs uniques, afin de ne pas sous-estimer le nombre de transcrits 

potentiellement régulés par le cluster de piRNAs flamenco.

 L'identification de gènes pouvant être régulés par les piRNAs issus de la maturation de 

transcrits de clusters de piRNAs engendre un certain nombre de questions : la régulation 

génique effectuée par ces piRNAs est-elle restreinte à des fenêtres spatio-temporelles au cours 

du développement ? Quels sont les critères de reconnaissance des transcrits de gènes devant 

être régulés ? Les acteurs impliqués dans la régulation génique menée par les piRNAs sont-ils 

différents de ceux impliqués dans la régulation de l'expression des ETs ? Quels sont les 

mécanismes mis en jeu lors de la régulation des gènes par les piRNAs ? Ce sont autant de 

questions auxquelles les futures recherches permettront de répondre. 
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