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Résumé 

Au cours de l’évolution, les êtres vivants ont développé une étonnante diversité 

morphologique leur permettant de s’adapter à des environnements très variés. L’un des 

exemples les plus frappants est la radiation des appendices de vol chez les insectes à partir 

d’ancêtres possédant deux paires d’ailes très similaires. Plusieurs travaux montrent 

l’importance d’un gène Hox particulier, Ultrabithorax (Ubx), pour la formation des organes de 

vol postérieurs.  Ceux-ci correspondent à des organes balanciers appelés « haltères » chez les 

diptères. A l‘inverse, la formation des organes de vol antérieurs est considérée comme 

indépendante des gènes Hox. 

Au cours de mes travaux de thèse, nous avons remis en question ce modèle, et montré que la 

protéine Hox Antennapedia (Antp) est non seulement produite dans le primordium de l’aile 

mais également nécessaire à la formation des ailes antérieures chez la mouche des fruits 

Drosophila melanogaster. De manière surprenante, la dose de Antp est bien en deçà de celle 

observée pour Ubx dans le primordium d’haltère, et l’augmentation artificielle de cette dose 

suffit à transformer l’aile en haltère. À l’inverse, la diminution contrôlée de la dose de Ubx 

induit une transformation de l’haltère en aile. Ces résultats montrent ainsi que ce n’est pas le 

type de protéine Hox, ici Antp ou Ubx, mais leur dose, qui contrôle le programme 

développemental de type aile ou haltère chez la drosophile. L’analyse du rôle du facteur de 

transcription Homothorax (Hth) montre également que celui-ci est nécessaire respectivement 

à l’activation de Antp et à la répression de Ubx dans les primordia d’aile et d’haltère, 

permettant de mettre en place un profil d’expression spécifique. L’observation d’une 

corrélation entre variation de dose Hox et formation d’ailes identiques ou différentes dans 

d’autres lignages d’insectes permet de proposer un nouveau modèle dans lequel les 

modifications du niveau d’expression des gènes Antp et Ubx pourraient être plus largement 

responsables de la diversification morphologique des organes de vol au cours de l’évolution 

des insectes.  

Comment la protéine Ubx parvient à spécifier le programme développemental des haltères 

chez la drosophile reste encore mal compris au niveau moléculaire. En particulier, il est 

attendu que son activité dose-dépendante puisse reposer sur l’interaction avec d’autres 

partenaires transcriptionnels. J’ai donc initié deux approches complémentaires originales 

pour identifier de nouveaux cofacteurs de Ubx. Si l’une des approches n‘a pu aboutir à son 

terme, l’autre a permis d’identifier un certain nombre de nouveaux partenaires et de révéler 

une stabilité surprenante du programme développemental de l’haltère. 
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Summary 

During evolution, animals have developed an astonishing morphological diversity, allowing 

them to adapt to a wide variety of environments. One of the most striking examples is the 

radiation of flight appendages in insects, starting from ancestors with two similar pairs of 

wings. Several studies showed the implication of a particular Hox gene, Ultrabithorax (Ubx), 

in the formation of posterior flight organs. These organs correspond to the "halteres" in 

Diptera. Conversely, the formation of anterior flight organs is considered to be Hox 

independent. 

During my Ph.D work, we have questioned this model. We showed that the Hox protein 

Antennapedia (Antp) is produced in the wing primordium of the fruit fly Drosophila 

melanogaster and is required for the formation of forewings. Surprisingly, the expression level 

of Antp is much lower than the level of Ubx in the haltere primordium, and the artificial 

increase of Antp level can transform the wing into a haltere. Conversely, the artificial decrease 

of the Ubx level can induce a haltere to wing transformation. These results show that this is 

not the type of the Hox protein, here Antp or Ubx, but the specific dose, which is important 

for the formation of a wing or a haltere in Drosophila. We also identified the transcription 

factor Homothorax (Hth) as an upstream regulator of Antp and Ubx in the wing and haltere 

primordia respectively. The observation of a correlation between Hox dose variation and wing 

morphology in other insect lineages supports a new model in which morphological 

diversification of flight organs during insect evolution could arise from changes in the Antp 

and Ubx expression level. 

How the Ubx protein could specify the haltere developmental program at the molecular level 

remains elusive. It is expected that the dose-specific activity of Ubx in the haltere could rely 

on the interaction with other transcriptional partners. I present two complementary 

approaches that I developed to capture such cofactors. While one approach is still ongoing, 

the other led to the identification of interesting putative Ubx-partners. This work also revealed 

a surprising robustness in the Ubx transcriptional program that may explain why halteres 

diverged very little during insect evolution. 
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Chapitre I : Introduction 

1. Fonctions des gènes Hox et spécification des axes longitudinaux chez les animaux  

1.1 Une fonction ancestrale de spécification des axes ? 

Au cours du développement des embryons, chaque cellule acquiert une information spatiale 

et temporelle fournie par des molécules régulatrices afin que les structures correctes se 

forment aux positions désignées le long des différents axes longitudinaux. Les protéines Hox 

sont les facteurs de transcription (FT) maîtres pour l’établissement de l’axe antéro-postérieur 

(AP) chez les animaux à symétrie bilatérale. (Pearson, Lemons, et McGinnis 2005 ; Castelli-Gair 

Hombría, Sánchez-Higueras, et Sánchez-Herrero 2016). Les gènes Hox, codant pour ces 

facteurs de transcriptions, sont le plus souvent organisés en complexes chromosomiques, et 

l’ordre des gènes au sein du complexe reflète leur ordre d’expression le long de l’axe (AP). 

(Figure 1A) Les gènes Hox présentent également une hiérarchie fonctionnelle liée à cela : les 

gènes Hox les plus postérieurs dominent les gènes plus antérieurs. Lorsque plusieurs gènes 

Hox sont actifs, c’est le plus postérieur qui détermine l’identité du tissu. Ce phénomène porte 

le nom de prévalence postérieure (Duboule et Morata 1994). Au sein des embranchements 

plus précoces, les gènes Hox sont uniquement retrouvés chez les cnidaires, ce qui indique une 

origine évolutive antérieure à la séparation cnidaires-bilatériens, soit il y a environ 600 millions 

d’années (Ferrier et Holland 2001 et Putnam et al. 2007) (Figure 1B). Des gènes homologues 

des Hox sont responsables de l’établissement de l’axe oral-aboral (OA) chez certains cnidaires 

lors de stades très précis de leur développement, ce qui suggère que la symétrie bilatérale 

contrôlée par des gènes Hox exprimés de manière échelonnée le long d’un axe corporel aurait 

pu apparaître avant la séparation cnidaires-bilatériens (Finnerty et al. 2004). 

Différentes tentatives d’explication de cette homologie de mise en place de ces axes corporels 

entre les bilatériens et les cnidaires ont récemment émergées. En effet, chez l’anémone de 

mer Nematostella vectensis, les gènes Hox NvAx6 et NvAx1 agissent de manière antagoniste 

en spécifiant les territoires oraux et aboraux, permettant ainsi en interagissant avec la 

signalisation Wnt de mettre en place l’axe oral-aboral (OA) (DuBuc et al. 2018). (Figure 1C) Le 

gène NvAx1 spécifiant le pôle aboral de cette anémone de mer semble en effet homologue 

aux Hox 9 à 13 “postérieurs” des deutérostomes, suggérant une homologie entre le pôle 

aboral des cnidaires et le pôle postérieur des bilatériens. Cependant, l’activité des gènes 

canoniques de la voie de signalisation Wnt au niveau du pôle oral est également similaire à 

celle ayant lieu au pôle postérieur des bilatériens, ce qui suggère également une homologie 

du pôle oral des cnidaires avec le pôle postérieur des bilatériens. Enfin, les gènes Hox d’autres 

cnidaires, comme certains hydrozoaires (Chiori et al. 2009), ou certaines hydres (Gauchat et 

al. 2000) ne présentent pas systématiquement un profil d’expression le long de l’axe OA, ce 

qui montre que l’homologie entre l’axe OA des cnidaires et l’axe AP des bilatériens n’est pas 

systématique. En revanche,  d’autres observations montrent que les gènes Hox contrôlent la 
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segmentation radiaire en formant l’axe directeur autour duquel se développe l’endoderme 

larvaire de Nematostella vectensis, spécifiant la formation de structures secondaires telles que 

les tentacules et les mésentères (He et al. 2018) (Figure 1 D). 

Cela indique que l’axe directeur des cnidaires pourrait être l’axe sur lequel les gènes Hox 

pourraient agir pour donner une information de position, comme observé le long de l’axe AP 

chez les bilatériens. L’analyse des séquences génomiques et protéiques des gènes Hox au 

cours de l’évolution suggère que les gènes Hox des cnidaires et des bilatériens ont évolué 

indépendamment à partir d’un complexe commun ancestral hypothétiquement constitué de 

4 gènes Hox ; deux gènes Hox Antérieurs des Groupes Paralogue (PG) 1 et 3, un gène Hox 

Central, et un gène Hox Postérieur (Thomas-Chollier et al. 2010 et DuBuc et al. 2012) (Figure 

1E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Rôle et origine évolutive des complexes homéotiques. A : Schéma de l’expression des gènes Hox le long de 

l’axe AP d’un embryon de drosophile au stade 13, et du complexe Hox de la drosophile. Les segments sont annotés 

(Md : Mandibulaire ; Mx : Maxillaire ; Lb : labial ; T1-T3 : Thoraciques ; A1-A9 : Abdominaux. Les gènes Hox de la 

drosophile sont annotés (lab : labial ; pb : proboscipedia ; Dfd : Deformed ; Scr : Sex comb reduced ; Antp : 

Antennapedia ; Ubx : Ultrabithorax ; abd-A : abdominal-A ; Abd-B : Abdominal-B). Les couleurs indiquent les domaines 

d’expression approximatifs des gènes Hox à l’exception de proboscipedia (pb). On observe une colinéarité de l’ordre 

des gènes au sein du complexe génomique avec leur profil d’expression le long de l’axe AP (adapté à partir de Pearson 

et al. 2005). B : Homologie entre les gènes Hox de Nematostella vectensis, des arthropodes et des vertébrés, basée sur 

l’analyse phylogénétique des homéodomaines. Les gènes Hox des vertébrés sont annotés de 1 à 13. Les gènes Hox des 

arthropodes incluent aussi les gènes zen (zerknüllt) et ftz (fushi tarazu) (Finnerty et al. 2004). C : Expression des gènes 

le long des axes directeur et oral-aboral. Les feuillets embryonnaires sont présentés selon une coupe longitudinale. 

Pour simplifier la visualisation de l’axe primaire, le pharynx est représenté retourné. Les mésentères ne sont pas 

représentés. Les domaines d’expression de cinq gènes Hox recouvrent collectivement la quasi-intégralité de l’axe oral-

aboral. anthox1a, anthox7, et anthox8 sont restreints à un coté de l’axe directeur. (Finnerty et al. 2004). D : 

Comparaison du code Hox fonctionnel chez un représentant des cnidaires (Nematostella vectensis, à gauche) et un 
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représentant des vertébrés (la souris, à droite). Les gènes Hox chez Nematostella contrôlent la segmentation radiale, 

formant l’axe directeur de l’endoderme larvaire, ce qui montre une homologie avec le développement de l’axe AP des 

bilatériens (He et al. 2018). E : Arbre phylogénétique montrant que les cnidaires et les bilatériens sont les seuls sous-

embranchements des animaux à posséder des complexes de gènes Hox. On propose que l’ancêtre hypothétique des 

bilatériens possédaient un complexe de gènes Hox constitué de deux paralogues antérieurs (1 et 2) d’un gène du 

groupe paralogue 3, de trois gènes Hox centraux (Hox4, Hox5 et Hox6-8), d’un gène Hox postérieur (Hox9-14) et d’un 

gène à Homéobox (Eve). L’ancêtre hypothétique des cnidaires et des bilatériens aurait quant à lui possédé un complexe 

composé d’au moins deux gènes Hox antérieurs (Anthox6 et Anthox7-8), un gène Hox central/postérieur (Anthox1/1a), 

un gène à homéobox (Eve) et potentiellement un gène similaire à Anthox9 (DuBuc et al. 2018 et DuBuc et al. 2012). 

 

1.2 Fonction des gènes Hox le long de l’axe antéro-postérieur des animaux à symétrie 

bilatérale 

Quelle que soit l’espèce considérée, les gènes Hox ont pour rôle de conférer une identité 

spécifique aux cellules au cours du développement embryonnaire. Cette information est 

primordiale pour la différenciation coordonnée des futures structures adultes le long de l’axe 

antéro-postérieur (AP) des animaux à symétrie bilatérale, que ce soit chez les insectes (Lewis 

1978 et Sánchez-Herrero et al. 1985), les mammifères (Krumlauf 1994), les nématodes (Costa 

et al. 1988), ou encore les crustacés (Deutsch et Mouchel-Vielh 2003). Ils sélectionnent 

l’identité des cellules dans lesquels ils sont actifs en contrôlant l’expression de nombreux 

gènes cibles en aval, ce sont donc des gènes dits “sélecteurs”. Le nom des gènes Hox dérive 

du nom du motif utilisé pour lier l’ADN, la boite homéotique, ou homéobox. Le terme 

« homeo » dérive lui-même des effets spectaculaires provoqués par certaines mutations 

affectant des gènes Hox, les homéoses, qui correspondent aux fameuses transformations 

homéotiques où une partie du corps est remplacée par une autre. Un des exemples les plus 

classiques d’homéose est le phénotype Antennapedia chez la mouche du vinaigre Drosophila 

melanogaster (Schneuwly, Klemenz, et Gehring 1987), consistant en la transformation des 

antennes en pattes lorsque le gène Hox Antennapedia (Antp) est activé de manière ectopique 

dans les primordia d’antennes au cours du développement (Figure 2). Une homéose peut aussi 

avoir pour cause la perte de fonction d’un gène Hox. C’est notamment le cas lorsque la perte 

de fonction du gène Ultrabithorax (Ubx) au cours du développement du troisième segment 

thoracique (T3, ou métathorax) de la mouche drosophile. Cela transforme ce segment en 

second segment thoracique (T2, ou mésothorax), portant une paire d’ailes.  Il s’agit du fameux 

phénotype bithorax découvert par Calvin Bridges en 1915 : la mouche possède alors deux 

segments T2, avec deux paires d’ailes au lieu d’une seule (Duncan et Montgomery 2002) 

(Morata et Garcia-Bellido 1976) (Maeda et Karch 2010). 
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Figure 2 : Le phénotype Antennapedia 

chez la drosophile, un exemple 

classique d’homéose. À gauche, un 

cliché de la tête d’une drosophile 

sauvage. À droite, un cliché de la tête 

d’une drosophile présentant un 

phénotype Antennapedia, dont les 

antennes sont transformées en pattes. 

(Images par FR Turner, Université de 

l’Indiana). 

 

Le nombre de gènes Hox est très variable selon les espèces. La mouche drosophile possède 8 

gènes Hox, tandis que les mammifères en possèdent 39, réparti en 4 complexes situés sur 

différents chromosomes. Ces 4 complexes sont issus d’évènements de duplication d’un 

unique complexe Hox ancestral au cours de l’évolution (Carroll 1995) (Figure 3). Le nombre 

de segments varie énormément selon les espèces, et la combinaison des différents gènes Hox 

exprimés dans chaque segment permet la mise en place de plans corporels très divers. Le 

schéma corporel de la mouche drosophile et de la souris sont ainsi très différents et ne 

comportent pas le même nombre de segments. Cependant, les arthropodes (comme les 

insectes, les crustacés et les onychophores) partagent une panoplie très similaire de huit 

gènes Hox et présentent tout de même des schémas corporels extrêmement diversifiés, avec 

des nombres variables de segments, portant des structures aux morphologies très diverses. 

Cela suggère que le nombre et le type de gènes Hox (antérieurs, centraux, postérieurs) présent 

chez une espèce n’est pas corrélé avec la diversité des segments observés dans leurs corps 

(Averof 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Conservation de l’organisation 

des complexes de gènes Hox et de leur 

expression chez différents organismes. Au 

sein de l’embryon de drosophile (en haut) 

ou de l’embryon de souris (en bas), les 

gènes Hox s’expriment le long de l’axe 

antéro-postérieur de façon colinéaire à leur 

position respective au sein du complexe 

génomique. La partie centrale illustre les 

relations évolutives entre les complexes de 

gènes Hox des drosophiles, des amphioxus 

et des souris, ainsi que l’organisation 

hypothétique du complexe homéotique de 

l’ancêtre commun de ces différents 

organismes. Tandis que la drosophile ne 

possède qu’un complexe de gènes Hox, 

deux évènements de duplication 

chromosomiques ont doté les vertébrés de 

quatre complexes. (Carroll 1995) 
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Au sein d’un tagme comme le thorax ou l’abdomen, les segments ne présentent pas tous les 

mêmes morphologies. Chez la souris, le tronc est composé de trois types de vertèbres : les 

vertèbres cervicales, thoraciques, et lombaires. L’identité de chacun de ces types de vertèbres 

est spécifiée par une combinaison précise de gènes Hox. Les mutations affectant l’expression 

des gènes Hox peuvent ainsi modifier l’identité des vertèbres, l’activation ectopique de HoxC6 

transformant par exemple une vertèbre cervicale en vertèbre thoracique pourvue de côtes 

(Vinagre et al. 2010). Les serpents possèdent des complexes Hox similaires à ceux des souris 

(Liang et al. 2011 et Feiner et Wood 2019), cependant leurs schémas corporels sont 

drastiquement différents de celui des souris, leur tronc ne présentant que des vertèbres 

thoraciques. Cela est possible par le développement d’une longue série de segments 

identiques, exprimant tous la même combinaison de gènes Hox (Cohn et Tickle 1999). Le 

même mécanisme est également observable au niveau de segments homologues en série 

répétés chez les onychophores (Janssen et al. 2014), ou encore chez les arthropodes, comme 

les myriapodes (Hughes et Kaufman 2002) ou les crustacés tels que la crevette Parhyale 

hawaiensis chez qui des séries de segments successifs portant les mêmes types d’appendices 

(pattes de marche, pléopodes, uropodes…) sont spécifiés respectivement par des 

combinaisons de gènes Hox précises (Serano et al. 2016) (Figure 4). Des études récentes 

montrent également l’implication des gènes Hox dans la diversification du schéma corporel 

des mollusques en contrôlant le développement de leurs structures dorsales (comme la 

coquille) et ventrales (comme le système nerveux et le pied), mais aussi dans des processus 

nouveaux et spécifiques à différents lignages sans lien avec la colinéarité d’expression le long 

d’un axe, comme le développement des trochophores ou du manteau chez les scaphopodes 

comme Antalis entalis (Wollesen et al. 2018). Cela suggère que la co-option des gènes Hox au 

cours de l’évolution, à partir d’un ancêtre chez qui ils étaient exprimés de manière colinéaire, 

a probablement été un moteur de la radiation évolutive des mollusques, favorisant 

l’émergence de schéma corporels extrêmement divers (Huan et al. 2020). 
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Figure 4 : Schéma corporel et 

domaines d’expression des gènes 

Hox chez Parhyale hawaiensis. Le 

schéma corporel de P. hawaiensis 

est illustré en haut, par 

l’illustration de la morphologie des 

différents membres retrouvés sur 

chaque segment. Les segments 

sont annotés (An1-2 : Antenne ; 

Mn : Mandibulaire ; Mx1-2 : 

Maxillaire ; T1-8 : Thoraciques ; 

A1-6 : Abdominaux). En dessous 

est représentés les domaines 

d’expression des différents gènes 

Hox. On constate qu’à chaque 

morphologie différente des 

membres correspond une 

combinaison spécifique de gènes 

Hox (adapté à partir de Serano et 

al. 2016). 

 

Il est intéressant de noter que quels que soient les schémas corporels des animaux considérés, 

ils possèdent les mêmes catégories de gènes Hox, à savoir antérieurs, centraux et postérieurs. 

Plutôt que spécifier des structures particulières, les gènes Hox signaleraient des positions 

relatives le long de l’axe AP (Carroll 1995). Les orthologues d’un même gène Hox pourraient 

réguler le développement d’un segment spécifique de manières différentes selon les espèces. 

Le gène Hox Ubx illustre bien ce concept car il est décrit pour spécifier l’identité du métathorax 

de nombreux insectes. Chez la mouche drosophile, il réprime le développement des ailes et 

spécifie le développement de l’haltère, un organe balancier utilisé par les diptères pour se 

stabiliser pendant le vol (Weatherbee et al. 1998). En revanche chez le papillon Precis coenia, 

Ubx régule la morphologie et la pigmentation des ailes (Warren et al. 1994 ; Weatherbee et 

al. 1999), tandis que chez le coléoptère Tribolium castaneum, Ubx promeut le développement 

des ailes et réprime celui des élytres (Tomoyasu, Wheeler, et Denell 2005). Au sein d’un même 

animal en revanche, différents gènes Hox ou combinaisons de gènes Hox contrôlent la 

morphologie de différents segments. Chez la mouche drosophile, Sex Combs Reduced (Scr), 

Antennapedia (Antp) et Ubx spécifient respectivement les segments prothoraciques, 

mésothoraciques et métathoraciques (Struhl 1982).  
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1.3 Complexes génomiques et colinéarité 

Bien que les gènes Hox soient très conservés chez les animaux, on observe une diversité quant 

à leur organisation génomique. L’observation du fait que les mouches et les souris présentent 

des complexes de gènes Hox conservés évolutivement et fonctionnellement (Duboule et Dollé 

1989 ; Graham, Papalopulu, et Krumlauf 1989) a induit la supposition que les autres espèces 

présenteraient également une telle organisation des gènes Hox en complexes. L’étude 

génomique d’autres organismes a montré qu’il n’y avait pas systématiquement une 

organisation en complexe, bien au contraire. Chez les cnidaires, les gènes Hox sont souvent 

isolés, bien qu’ils se retrouvent parfois par paires (Chourrout et al. 2006 ; Kamm et 

Schierwater 2006). Chez la mouche drosophile, les gènes Hox sont répartis dans deux 

complexes, le complexe Antennapedia (ANT-C) portant les gènes Hox antérieurs et centraux, 

et le complexe Bithorax (BX-C) portant les gènes Hox postérieurs. Le point de rupture 

chromosomique entre ces deux complexes sépare les gènes Hox thoraciques et les gènes Hox 

abdominaux, entre les gènes Antp et Ubx. Une séparation similaire des complexes Hox est 

retrouvée par exemple chez les lépidoptères comme le papillon Bombyx mori, avec un point 

de rupture bien plus antérieur cependant, entre les gènes labial et proboscipedia, isolant le 

gène labial des autres gènes Hox (Yasukochi et al. 2004 ; Chai et al. 2008). Chez le coléoptère 

Tribolium castaneum en revanche, on trouve un vaste et unique complexe désorganisé 

(Beeman 1987 ; Denell, Brown, et Beeman 1996 ; Brown et al. 2002). L’oursin 

Strongylocentrotus purpuratus présente également un vaste complexe désorganisé, 

contenant des gènes Hox parfois orientés dans des sens opposés, et positionnés de manière 

incohérente au regard de leurs groupes paralogues, ce qui suggère d’importants 

réarrangements chromosomiques au cours de l’évolution (Cameron et al. 2006). On observe 

également des complexes Hox atomisés chez les tuniciers, comme chez Oikopleura dioica ou 

encore Ciona intestinalis, chez qui l’on observe également la perte de gènes Hox centraux (Seo 

et al. 2004 ; Ikuta et Saiga 2005). Chez les mollusques, on trouve des complexes bien organisés 

comme chez Lottia gigantea, mais aussi des complexes Hox complétement atomisés comme 

chez Octopus bimaculoides (Albertin et al. 2015). Ce sont les vertébrés qui présentent les 

clusters de gènes Hox les mieux organisés. Les complexes Hox des vertébrés ne contiennent 

que des gènes Hox présentant tous la même orientation transcriptionnelle et des introns très 

courts, ainsi que des régions non-codantes conservées contenant peu ou aucunes séquences 

répétitives (Duboule 2007) (Figure 5).  

Les complexes Hox des vertébrés présentent donc une architecture génétique compacte et 

organisée. Ce degré d’organisation plus stricte que celui retrouvé chez les autres bilatériens 

est d’autant plus contre-intuitif que, chez les vertébrés, deux évènements de duplication 

génomique ont abouti à la présence de 4 complexes Hox, ce qui aurait pu avoir pour 

conséquence de relâcher la contrainte de l’organisation de ces complexes. Or le niveau 

d’organisation et de compaction des complexes Hox semble avoir au contraire augmenté avec 

le nombre de complexes, ce qui suggère que ces deux caractéristiques aient pu co-évoluer 

(Darbellay et al. 2019). Une explication possible se trouve dans la néo-fonctionnalisation 
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d’éléments régulateurs à proximité des complexes Hox, favorisée par leur duplication qui 

auraient pu permettre l’émergence de régulations par de multiples enhancers hors des 

complexes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Classification structurelle des complexes de gènes Hox. Les complexes de type O (organisés) retrouvés chez 

les vertébrés contiennent des gènes Hox étroitement arrangés, tous codés par le même brin d’ADN, et sont dépourvu 

de gènes étrangers ou de séquences répétées. Ils peuvent cependant contenir des ARN et microARN non-codants. Les 

complexes de type D (désorganisés), comme ceux observés chez les oursins ou les amphioxus, sont bien plus vastes et 

peuvent contenir un mélange de gènes Hox (en noir) parfois orientés de manière opposée, de gènes non-Hox (en blanc) 

et de séquences répétées. Les complexes de type S (« splitted », ou scindés), comme ceux trouvés chez les diptères, 

peuvent présenter des caractéristiques de complexes O ou D au niveau des différents sous-complexes. L’organisation 

dite « atomisée » (A) représente l’absence d’organisation en complexe, lorsque les gènes Hox sont retrouvés éparpillés 

à travers le génome, et se retrouvent au mieux par paires, comme chez les Oikopleura ou encore les Octopus. (Duboule 

2007) 

En effet, chez les vertébrés les gènes Hox ne sont pas seulement impliqués dans la mise en 

place de l’axe AP, mais aussi de l’axe proximo-distal (PD) au niveau des membres (Zakany et 

Duboule 2007 ; Durston 2020). Pour acquérir ces nouvelles fonctions, les complexes Hox ont 

pu accumuler progressivement des régulations à longue distance par des enhancers de leurs 

différents environnements génomiques, contraignant donc les complexes à rester organisés. 

Au cours du développement des doigts et du système nerveux central (CNS) chez la souris, 

l’expression des gènes postérieurs du complexe HoxD (HoxD10 à HoxD13) est coordonnée par 

des enhancers localisés au sein d’une Région de Contrôle Globale (GCR) localisée à 200 Kb du 

complexe. Ce type de régulation à partir d’éléments localisés à distance du complexe permet 

d’accommoder une nouvelle fonction de ces gènes (le développement des parties distales des 

doigts) avec la conservation du rôle initial des gènes Hox dans le développement de l’axe 

antéro-postérieur. L’orthologue de ce GCR chez le tétrodon reproduit bien la régulation des 

gènes HoxD10 à HoxD13 dans le CNS, mais pas dans la partie distale des membres, ce qui 
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suggère que ce GCR aurait déjà été présent avant l’émergence des doigts. De plus, on trouve 

un GCR contrôlant les gènes du cluster HoxA de manière similaire dans le CNS, mais pas dans 

les doigts. Cela suggère que les complexes HoxA et HoxD (ainsi  que les GCRs contrôlant leur 

expression dans le CNS) sont issus du même évènement de duplication (Lehoczky, Williams, 

et Innis 2004). Cependant seul le GCR contrôlant HoxD possède une fonction dans les zones 

distales des pattes, ce qui suggère sa co-option dans le développement des membres après 

duplication, indépendamment ou enclenchée par la présence du GCR ancestral. Dans ce 

dernier cas, les propriétés intrinsèques du GCR, telles que l’accessibilité par les FT ou 

l’interaction avec diverses voies de signalisation au niveau d’enhancers déjà fonctionnels, 

pourraient faciliter une évolution de la régulation après un événement de duplication. Ce 

processus facilitant la co-option d’éléments régulateurs est appelé « amorçage régulateur » 

(« regulatory priming »), et chaque évolution des séquences régulatrices va alors resserrer la 

contrainte sur l’architecture des complexes homéotiques (Gonzalez, Duboule, et Spitz 2007) 

(Figure 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : L’accumulation de cis-régulation comme mécanisme à l’origine de la contrainte organisationnelle des 

complexes de gènes Hox chez les vertébrés. A : Représentation schématique d’un complexe de gènes Hox de type D 

présent chez un ancêtre des bilatériens. Les gènes Hox (en noir) sont orientés différemment les uns des autres et 

dispersés sur une vaste région génomique incluant également des gènes non-Hox (en blanc). Les gènes sont cependant 

maintenus relativement proches par la présence de séquences cis-régulatrices (en bleu) partagées par plusieurs gènes. 

B : Représentation schématique du complexe de gènes Hox de type D/O d’un ancêtre hypothétique des chordés. 

L’émergence d’une séquence méta-cis régulatrice au sein d’une région de contrôle (CR, en brun), contrôlant 

l’expression de nombreux gènes Hox, fait tendre l’évolution du complexe de gènes vers d’avantage d’organisation par 

sélection positive. Les gènes non-Hox sont progressivement perdus ainsi que les grandes régions intergéniques, ce qui 

optimise le méta-cis contrôle des gènes Hox. C : Après un évènement de duplication génomique, la consolidation de 
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l’organisation génomique est favorisée par la possibilité de recruter de nouvelles séquences méta-cis-régulatrices 

(boites et flèches rouges, jaunes ou vertes), en particulier à travers la capacité d’une région de contrôle pré-existante 

(CR en B) de générer des innovations régulatrices par « amorçage régulateur » (rouge et vert foncé). Cela aboutit à la 

concentration d’enhancers à longue distance formant des régions de contrôle global (GCR) pouvant continuer à 

recruter de nouveaux éléments régulateurs, et à produire des innovations régulatrices. Dans ce contexte, la duplication 

des complexes de gènes Hox renforce leur contrainte organisationnelle. (Duboule 2007) 

Le mécanisme moléculaires contraignant les complexes homéotiques, par lequel les GCR 

contrôlent l’activité des gènes Hox, s’expliquent en s’intéressant à la topologie des 

chromosomes dans le noyau des cellules, à l’aide de techniques de capture de la conformation 

des chromosomes telles que le Hi-C (Dixon et al. 2012). De telles techniques mettent en 

évidence l’existence de domaines chromosomiques restreints au sein desquels des gènes et 

des séquences régulatrices pourront entrer en contact de manière privilégiée. Ces domaines 

génomiques sont délimités par des éléments insulateurs liés par des protéines telles que CTCF, 

créant des boucles de chromatine favorisant les contacts entre les gènes et leurs séquences 

régulatrices (Ong et Corces 2014). Ces domaines sont appelés « Topologically Associated 

Domains » (TADs). On observe par exemple de telles structures au niveau des complexes HoxA 

et HoxD lors du développement des doigts et des appareils reproducteurs, isolant les 

complexes Hox sous le contrôle d’enhancers pléiotropes utilisables par des facteurs tissu-

spécifiques afin de réguler des gènes Hox dans différents contextes développementaux 

(Lonfat et al. 2014). La présence de TADs au niveau des complexes Hox est essentielle pour 

leur fonction, car les TADs sont impliqués dans l’expression colinéaire des gènes Hox.  

En effet, lors du développement des membres chez la souris, une frontière entre deux TADs 

se situe au sein du complexe HoxD, isolant le gène HoxD13 avec des séquences régulatrices 

localisées proches du centromère (C-DOM) des autres gènes Hox plus antérieurs isolés avec 

des séquences régulatrices « antérieures » localisées vers le télomère (T-DOM). Chacun de ces 

TADs contient des séquences régulatrices, ce qui permet l’expression échelonnée des gènes 

Hox antérieurs de façon colinéaire, la frontière de ces TADs étant très dynamique en fonction 

du contexte développemental du fait de la présence de nombreux insulateurs alternatifs 

permettant de mettre en contact différents gènes Hox avec des enhancers à longue distance 

(Rodríguez-Carballo et al. 2017 ; Amândio et al. 2020). La frontière isolant les gènes Hox 

postérieurs des gènes Hox plus antérieurs permet aussi d’éviter efficacement et de manière 

robuste que ces gènes ne se retrouvent au contact de séquences régulatrices du T-DOM 

régulant normalement les gènes Hox antérieurs (Figure 7), ce qui signifierait la terminaison 

précoce du développement des membres. Les gènes Hox du groupe paralogue 13 ont en effet 

pour rôle d’instruire les identités les plus distales, et donc terminales, du tronc et des 

membres (organes génitaux, extrémités/doigts…) (Andrey et al. 2013 ; Beccari et al. 2016). 

Ainsi, la structure de complexes homéotiques est intrinsèquement liée à la propriété des 

gènes Hox consistant à s’exprimer de manière séquentielle le long de l’axe AP et de manière 

tissu-spécifique. Cela explique les fortes contraintes ayant mené à l’architecture extrêmement 

organisée des complexes homéotiques chez les vertébrés. Ce mécanisme semble largement 

conservé chez les vertébrés (Woltering et al. 2014) mais également au-delà. Le même type de 
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mécanisme, basé sur des TADs délimités par des insulateurs liés par des protéines comme 

CTCF, est également retrouvé chez la drosophile afin de contrôler la régulation de AbdB par 

différents enhancers assurant un niveau d’expression spécifique selon le segment considéré. 

La mutation d’un élément insulateur provoque une activation ectopique de AbdB dans des 

segments plus antérieurs par des enhancers normalement inaccessibles, rappelant le rôle des 

TADs dans la délimitation des paralogues Hox13 chez les vertébrés (Gambetta et Furlong 

2018).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Les deux TADs flanquant le complexe de HoxD permettent la régulation colinéaire des gènes Hox le long 

de l’axe proximo-distal des membres chez la souris. Des données de Hi-C (Dixon et al. 2012) montrent la position de 

deux TADs (C-DOM et T-Dom) flanquant le complexe HoxD. Les boites noires et grises représentent respectivement les 

gènes Hox et les gènes non-Hox. Les bandes bleue et verte représentent les deux ensembles de gènes Hox exprimés 

respectivement dans les régions distales et proximales des membres chez la souris. C-DOM et T-DOM sont représentés 

selon le même code couleur, et contiennent les enhancers permettant respectivement l’expression des gènes Hox dans 

les régions proximales et distales. La frontière entre ces deux TADs permet de restreindre de manière robuste 

l’expression des gènes Hox postérieurs aux régions distales, et des gènes Hox antérieurs aux régions proximales. 

(Beccari et al. 2016). 

Le regroupement en complexes des gènes Hox a été suggéré comme étant indispensable à 

leur fonction le long de l’axe AP (Lewis 1978b). Quand un premier alignement entre les 

complexes homéotiques de drosophile et de vertébrés a été proposé (Akam 1989), 

l’observation de la correspondance colinéaire entre l’ordre des gènes et leur domaine 

d’expression dans l’embryon est devenue évidente. Pendant longtemps, la colinéarité 

d’expression fût une explication convenable pour l’architecture des complexes Hox. 

Cependant, certaines études montrèrent ensuite une coordination de l’expression des gènes 

Hox en l’absence de complexes, (Seo et al. 2004 ; Galliot 2005 ; Wollesen et al. 2018). Cela 

montre que l’expression différentielle des gènes Hox le long de l’axe AP ne dépend pas 

forcément d’une organisation génomique en complexes, suggérant l’existence de mécanismes 

de régulation variés entre espèces possédant différents types d’organisation des complexes 

Hox (Figure 8) (Duboule 2007). 

 

  



18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : L’évolution des types de complexes Hox repose sur divers mécanismes de régulation des gènes Hox. À 

partir d’un complexe de type D, l’évolution vers un complexe de type O repose sur le recrutement de davantage de 

séquences cis-régulatrices, formant progressivement des séquences méta-cis-régulatrices (voir figure 5). La transition 

d’un complexe D vers un complexe de type S, puis de type A se produit probablement simultanément à la perte des 

contraintes retenant les gènes ensemble, et au gain de régulations en trans (Duboule 2007). 

 

1.4 Modification du profil d’expression des gènes Hox et changements morphologiques au 

cours de l’évolution. 

Comment les morphologies peuvent-elles évoluer le long d’un axe antéro-postérieur tout en 

maintenant une conservation importante des gènes Hox ? Plusieurs mécanismes ont été 

décrits et illustrent comment des modulations subtiles en amont et en aval des gènes Hox 

permettent d’aboutir à des évolutions morphologiques. 

1.4.1 Modification des éléments cis-régulateurs des gènes cibles. 

L’étude des programmes génétiques spécifiant le développement des appendices des 

arthropodes a permis de décrypter efficacement les mécanismes d’action des protéines Hox 

au niveau des éléments cis-régulateurs de leurs gènes cibles. Le schéma corporel au sein des 

insectes est globalement conservé, composé de trois tagmes : la tête, le thorax composé de 
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trois segments portant généralement les appendices locomoteurs (prothorax, mésothorax et 

métathorax), et l’abdomen généralement composé de 11 à 12 segments. En revanche, on 

observe entre les espèces une grande diversité d’appendices pouvant se développer sur des 

segments homologues. En effet, au niveau du métathorax les diptères comme la drosophile 

possèdent une paire d’haltères, tandis que les coléoptères, les lépidoptères, ou encore les 

hyménoptères comme les abeilles, possèdent une paire d’ailes. Dans tous ces cas cependant, 

le profil d’expression des gènes Hox reste inchangé : c’est le gène Hox Ubx qui est exprimé 

dans les primordia du segment T3 et responsable du développement du métathorax (Figure 

9). Les différences observées au niveau des appendices de vol se développant au niveau du 

métathorax des diptères (mouches, moustiques, taons…), des hyménoptères (abeilles, 

fourmis…), des coléoptères comme Tribolium castaneum (Tomoyasu et al. 2005), ou les 

lépidoptères comme Precis coenia (Weatherbee et al. 1999) sont dues à la manière dont Ubx 

sélectionne et régule ses gènes cibles dans les primordia des appendices de vol. Les 

orthologues de Ubx provenant de Apis mellifera, du papillon Bombyx mori, et de Tribolium 

castaneum sont tous impliqués dans le développement des ailes au sein de leurs espèces 

respectives. Cependant ils sont capables de sauver la perte de fonction de Ubx chez la 

drosophile en supprimant le développement des ailes et en promouvant le développement de 

l’haltère. Cela suggère que la différence de fonction de Ubx entre ces différentes espèces ne 

se situe pas au niveau de la protéine Ubx, mais provient de la manière dont cette protéine va 

pouvoir réguler ses gènes cibles dans les différents contextes développementaux où elle se 

trouve. Cela est dû à des différences dans les séquences cis-régulatrices des gènes cibles de 

Ubx selon les espèces. Chez la drosophile, l’enhancer du gène vestigial (vg), essentiel au 

développement des ailes, permet la répression de vg par Ubx. En revanche, l’enhancer de vg 

retrouvé chez Apis mellifera est résistant à la répression par Ubx. Contrairement à son 

orthologue chez l’abeille, la séquence cis-régulatrice de vg a dû évoluer chez la drosophile en 

rendant possible la répression par Ubx. Ce type de modification de séquences cis-régulatrices 

permet donc la diversification morphologique malgré la conservation fonctionnelle des 

protéines Hox (Prasad et al. 2016). 
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Figure 9 : Gènes Hox et diversification morphologique de structures homologues. Ubx régule le développement des 

appendices de vol postérieurs chez les insectes. Tandis que Ubx contrôle le développement d’ailes extrêmement 

modifiées formant un organe équilibrateur (l’haltère) chez les diptères, il régule la morphologie et la pigmentation des 

ailes postérieures chez les lépidoptères, et réprime le développement des élytres, ce qui permet le développement 

d’une paire d’ailes chez les coléoptères. Ces trois ordres dérivent d’un ancêtre commun possédant deux paires d’ailes. 

Ces différences découlent probablement de changements au niveau des cibles en aval, étant passé sous le contrôle de 

Ubx au cours de l’évolution, ou y ayant échappé (Carroll 1995). 

Le schéma corporel des insectes diffère de celui de nombreux autres arthropodes par 

l’absence de pattes au niveau de l’abdomen. Chez la drosophile, les gènes Hox Ubx et AbdA 

répriment le gène Distal-less (Dll) nécessaire au développement des pattes (Vachon et al. 1992 

; Gebelein et al. 2002). C’est aussi le cas des orthologues de Ubx et Antp chez les araignées 

(Khadjeh et al. 2012). Chez les insectes comme les araignées, présentant des paires de pattes 

seulement au niveau du thorax, la répression de Dll est nécessaire dans les segments 

abdominaux. En revanche, les orthologues de Ubx et AbdA ne répriment pas Dll chez le 

centipède, ce qui permet alors le développement de paires de pattes au niveau de tous les 

segments abdominaux des centipèdes, et aboutit au schéma corporel si particulier de ces 

animaux (Grenier et al. 1997). Cela illustre bien que l’évolution de la régulation des gènes 

cibles de protéines Hox est un mécanisme permettant des innovations morphologiques 

(Figure 10). 
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Figure 10 : Ubx réprime Dll chez la drosophile mais pas chez le centipède. A : Embryon de drosophile montrant le 

profil d’expression de Dll à l’aide d’un rapporteur LacZ (en rouge) ainsi qu’un marquage de Ubx. On observe que les 

points d’expression de Dll, déterminant les territoires présomptifs des primordia de pattes, ne sont pas colocalisés 

avec Ubx. B : L’expression ectopique de Ubx à l’aide du système UAS-Gal4 provoque la répression de Dll dans l’embryon 

de drosophile (adapté de Gebelein et al. 2002). C :  Immunomarquage de Ubx (rouge) et Dll (vert) d’un embryon de 

centipède. Les différents segments sont annotés (Ant : antenne ; Mx1-2 : Maxillaires ; T1-22 : Thoraciques). Dll est 

exprimé au sein de tous ces segments, indépendamment de la présence de Ubx (à partir de Grenier et al. 1997). 

 

1.4.2 Modifications du profil d’expression de gènes Hox au sein d’un segment. 

Chez les insectes, une paire de pattes se développe au niveau de chacun des trois segments 

thoraciques. Chez la mouche drosophile, le gène Distal-less (Dll) s’exprime au niveau des 

primordia de pattes, et est essentiel pour la mise en place de l’axe proximo-distal (PD) de ces 

appendices. Ce gène est réprimé au niveau des segments abdominaux par les protéines Hox 

Ubx, Abdominal A (AbdA) et Abdominal-B afin d’empêcher le développement de pattes au 

niveau de l’abdomen (Sambrani et al. 2013). Chez les larves des lépidoptères en revanche, on 

observe le développement de pattes rudimentaires munies de crochets, au niveau de 

l’abdomen. Lors de la gastrulation tardive, on observe l’expression de l’homologue de Dll au 

niveau des troisième à sixième segments abdominaux (A3 – A6) chez le papillon Precis coenia. 

Cela suggère que Dll est régulé de manière différente chez les lépidoptères et les diptères. 

Pourtant, chez Drosophila melanogaster et Precis coenia, les gènes Hox Ubx et AbdA 

présentent initialement le même profil d’expression. Cependant, chez Precis coenia ces deux 

gènes Hox se retrouvent réprimés dans les segments A3 à A6 au niveau de territoires précis, 

ce qui permet l’activation de Dll en des points précis de ces segments, et donc d’induire le 

développement de pattes rudimentaires (Figure 11). Ici, la divergence morphologique entre 

deux espèces provient du fait que des gènes Hox sont fonctionnellement comparables 
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(capables de réprimer Dll dans les deux cas) mais ne suivent pas le même profil d’expression 

au sein de segments orthologues. Cette différence d’expression explique donc le fait que le 

développement des pattes rudimentaires ne soit pas réprimé au niveau de l’abdomen de 

Precis coenia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : La répression des gènes BX-C précède l’activation de Dll dans les segments abdominaux chez Precis 

coenia. A : Embryon de P. coenia à 20-25% de l’embryogenèse. Dll (en rouge) est produit au niveau des primordia de 

membres dans les segments thoraciques mais n’est pas encore activé dans les segments abdominaux au niveau des 

points où Ubx/AbdA (en vert) ont disparu (flèches). B : Embryon de P. coenia à 40% de l’embryogenèse. On observe 

l’activation de Dll au niveau des segments abdominaux au niveau des points où Ubx/AbdA ont disparu. (Warren et al. 

1994) 

 

1.4.3 Modifications du profil d’expression des gènes Hox entre différents segments du corps. 

Les différences de profils d’expression des gènes Hox entre des espèces de vertébrés sont 

responsables de certaines divergences morphologiques. La régulation du gène Hoxc8 entre le 

poulet, la souris, et le serpent illustre bien ce concept. Chez ces animaux Hoxc8 est exprimé 

dans la région thoracique. Chez le poulet Gallus gallus domesticus, et la souris Mus musculus, 

ce gène est exprimé au niveau du thorax et spécifie l’identité mi-thoracique et brachiale 

(Burke et al. 1995). Cependant, l’expression de Hoxc8 chez le poulet est retardée par rapport 

à celle observée chez la souris. Cela a pour conséquence de réduire le domaine d’expression 

de Hoxc8 au niveau thoracique. Le poulet présente ainsi une région thoracique restreinte avec 

moins de segments que chez la souris (Belting, Shashikant, et Ruddle 1998). La divergence de 

schéma corporel est encore plus marquée entre ces deux espèces et les serpents. Chez le 

poulet, la combinaison des gènes Hoxc6 et Hoxc8 spécifie l’identité des vertèbres thoraciques 

et voient leurs domaines d’expression limités à un domaine précis du tronc, ce qui permet 

antérieurement le développement de vertèbres cervicales, et postérieurement le 

développement de vertèbres lombaires. Chez le python Python molurus en revanche, le 
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domaine d’expression de Hoxc6 et Hoxc8 s’étend sur la totalité du tronc, ce qui spécifie 

l’intégralité du tronc pour une identité thoracique, et réprime le développement de membres 

(Cohn et Tickle 1999) Figure 12A.   

Ces variations d’expression avec conséquences morphologiques se retrouvent en dehors des 

vertébrés. On trouve notamment des exemples entre espèces de crustacés. Chez la plupart 

des crustacés, les appendices thoraciques sont spécialisés dans les fonctions locomotrices. 

Cependant chez certains crustacés, les appendices thoraciques antérieurs se sont spécialisés 

dans la manipulation de la nourriture, il s’agit des maxillipèdes. Les maxillipèdes sont devenus 

morphologiquement plus proches d’appendices nourriciers (maxillae), retrouvés au niveau 

des segments gnathaux, que des pattes trouvées au niveau thoracique. Chez les crustacés 

dépourvus de maxillipèdes comme l’artémie Artemia franciscana, les gènes Hox Ubx et AbdA 

sont exprimés dans la totalité du tronc, correspondant à une région où tous les segments 

développent des membres morphologiquement très similaires. Chez le myside Mysidium 

colombiae en revanche, le premier segment thoracique a acquis une morphologie gnathale, 

ce qui coïncide avec une répression des gènes Ubx/AbdA. Le second segment thoracique en 

revanche présente une morphologie plus proche des pattes, ce qui s’explique par le fait que 

Ubx/AbdA y sont exprimés au niveau des territoires proximaux présomptifs, mais pas des 

territoires les plus distaux. Chez les décapodes (présentant généralement trois paires de 

maxillipèdes suivies de 5 paires de pattes) telles que la crevette Periclimenes yucatanicus, cela 

est corrélé au recul postérieur de la frontière d’expression de Ubx/AbdA de 3 segments 

(Averof et Patel 1997) Figure 12B. 

Ces exemples chez les vertébrés et les crustacés illustrent bien que la diversification 

morphologique puisse avoir lieu par une diversification des profils d’expression de gènes Hox 

orthologues entre différentes espèces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Diversification morphologique par l’évolution du profil d’expression des gènes Hox entre différents 

segments. A : Diagramme schématique comparant les domaines d’expression des gènes HOXB5 (vert), HOXC8 (bleu) 

et HOXC6 (rouge) dans les embryons de poulet (à gauche) et de python (à droite). L’expansion des domaines 
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d’expression des gènes HOXC8 et HOXC6 chez le python est corrélée à l’extension de l’identité thoracique des vertèbres 

le long de l’axe de squelette. A partir de Cohn et Tickle, 1999. B : Distribution phylogénétique de différents profils de 

spécialisation segmentaire et d’expression de Ubx et AbdA chez les crustacés. Les domaines d’expression des gènes 

Hox Ubx/abdA au sein des différents segments des neufs ordres de crustacés considérés est représenté par la 

coloration rouge (forte expression), orange (faible expression) ou blanche (expression indétectable) basé sur des 

marquages effectués lors du développement embryonnaire. Chaque schéma corporel représente trois segments 

gnathaux suivi de cinq segments thoraciques. Le nombre de paires de maxillipèdes présentes est indiqué (0,1,2 ou 3). 

L’expression des gènes Ubx/abdA est toujours corrélée à la morphologie des segments thoraciques : on observe le 

développement des maxillipèdes (en bleu) seulement au niveau des segments thoraciques où l’expression de 

Ubx/abdA est indétectable. Les relations phylogénétiques entre les trois classes décrites (Branchiopoda, Maxillopoda 

et Malacostraca) ne sont pas élucidées. A partir de Averof et Patel, 1997.   

Enfin, tous ces mécanismes peuvent entrer en jeu ensemble, ce qui rend d’autant plus 

complexe l’étude des causes moléculaires des changements morphologiques au cours de 

l’évolution. Un bon exemple de cela est la différence de pigmentation des segments 

abdominaux chez les mâles de deux espèces de drosophiles : Drosophila yakuba, et Drosophila 

santomea (Liu et al. 2019). Les deux derniers segments abdominaux (A5 et A6) des mâles de 

D. yakuba présentent une pigmentation sombre, ce qui est un caractère ancestral (Figure 

13A). Cette pigmentation a été perdue au cours de l’évolution chez D. santomea (Figure 13B). 

La pigmentation de la cuticule abdominale chez les drosophiles est contrôlée par le gène Hox 

AbdB, qui contrôle l’expression de gènes impliqués dans la pigmentation, tels que yellow, 

ebony ou encore tan (Jeong, Rokas, et Carroll 2006). Chez D. yakuba, AbdB s’exprime dans la 

cuticule des mâles adultes au niveau des segments A5 et A6, tandis que cette expression à été 

perdue chez D. santomea (Figure 13C-D). Cela corrèle avec l’expression des gènes impliqués 

dans la pigmentation, comme yellow, qui s’exprime au niveau des segments A5 et A6 chez D. 

yakuba, mais pas chez D. santomea (Figure 13E-F). Cela semble suggérer que la différence de 

pigmentation entre les deux espèces repose simplement sur la différence du profil 

d’expression du gène Hox AbdB. Cependant, si la perte de AbdB induit la perte de 

pigmentation chez D. yakuba (Figure 13G), restaurer l’expression de AbdB au niveau des 

segments A5 et A6 de D. santomea ne restaure pas la pigmentation (Figure 13H). Cela suggère 

que la différence de pigmentation entre ces deux espèces n’est pas uniquement due à une 

évolution différente du profil d’expression de AbdB, mais aussi à des modifications réparties 

sur l’ensemble du réseau génétique contrôlant la pigmentation, rendant les gènes tels que 

yellow, ebony ou tan insensibles à la régulation par AbdB chez D. santomea, ou sensibles à la 

répression par d’autres régulateurs comme pdm3 (Liu et al. 2019) (Figure 13I). La disparition 

de la pigmentation peut donc avoir lieu par la simple perte de sensibilité à la régulation des 

gènes Hox, via des mutations au niveau de leurs gènes cibles. Cela suggère la possibilité que 

la perte d’expression de AbdB dans les segments abdominaux de D. santomea soit successives 

à la perte de pigmentation, l’expression de AbdB n’étant plus nécessaire (Prud’homme et 

Gompel 2019). Cette idée est en accord avec le modèle suggérant que l’expression des gènes 

Hox ne dirige pas, mais suit les multiples changements affectant leurs gènes cibles. Cela 

supporte l’idée de changement graduels et non soudains des morphologies au cours de 

l’évolution (Budd 1999). 
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Figure 13 : Des modifications réparties sur l’ensemble du réseau génétique contrôlant la pigmentation expliquent 

les différences de coloration des segments abdominaux entre D. yakuba et D. santomea. A et B : Vue dorsale de 

l’extrémité postérieure de l’abdomen de mâles adultes de D. yakuba et D. santomea, respectivement. C et D : iab-5 

contrôle l’expression de AbdB dans la cuticule des drosophiles adultes au niveau des segments abdominaux. Un 

rapporteur GFP de iab-5 montre l’activité de cet élément cis-régulateur de AbdB chez D. yakuba et D. santomea, 

respectivement. E et F : Marquage des ARN messagers de yellow au niveau des segments abdominaux chez D. yakuba 

et D. santomea, respectivement. L’activité de AbdB et de yellow est étroitement corrélée chez ces deux espèces de 

drosophiles. G : les mâles de D. yakuba homozygotes pour la délétion de iab-5 présentent une perte de pigmentation 

au niveau des segments A5 et A6, ce qui suggère que AbdB contrôle la pigmentation. H : en revanche, l’expression de 

AbdB dans les segments A5 et A6 de D. santomea ne restaure pas la pigmentation, ce qui suggère que AbdB n’est pas 

suffisant pour induire la pigmentation dans ce contexte, et qu’il n’active pas des gènes cibles tels que yellow. I : 

Schématisation du modèle proposé pour expliquer l’évolution de la pigmentation chez D. yakuba et D. santomea. Chez 

D. yakuba, AbdB active l’expression de gènes impliqués dans la pigmentation, ce qui permet l’apparition de la teinte 

sombre des segments A5 et A6. Au cours de l’évolution de D. santomea, de nombreuses mutations ont touchés les 

gènes impliqués dans la pigmentation, ainsi que la perte d’expression de AbdB dans les segments A5 et A6 des mâles 

adultes. Tout cela a provoqué la perte de la teinte sombre de ces segments. Restaurer l’expression de AbdB chez D. 

santomea actuel n’est pas suffisant pour restaurer la teinte sombre des segments A5 et A6, dont la perte est due aux 

modifications qu’ont subies les gènes en aval impliqués dans la pigmentation. Adapté à partir de Liu et al. 2019. 
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1.5 Fonctions génériques et spécifiques des gènes Hox 

Les facteurs de transcription Hox sont connus pour être les régulateurs maîtres de la 

morphogénèse différentielle au cours du développement et de l’évolution. Chaque protéine 

Hox a été étudiée pour ses fonctions uniques et spécifiques. Des études récentes soulignent 

cependant qu’au cours de certains processus biologiques, les protéines Hox peuvent être 

interchangeables, ce qui suggère l’existence de fonctions des Hox non-spécifiques, dites 

« génériques ». On retrouve des fonctions génériques des Hox dans de nombreux tissus, chez 

l’embryon comme chez l’adulte, des drosophiles aux vertébrés.  

En effet, les gènes Hox impliqués dans le développement de segments différents, peuvent 

parfois présenter des similarités fonctionnelles. Chez la drosophile, c’est notamment le cas de 

Ubx et abdA. abdA est responsable du développement de segments abdominaux chez la 

drosophile, mais est dans une certaine mesure capable de sauver la perte de fonction de Ubx 

lors du développement de l’haltère, ce qui suggère que la protéine AbdA est capable 

d’orchestrer le développement de l’haltère en régulant des gènes cibles de façon similaire à 

Ubx dans ce contexte développemental (Casares, Calleja, et Sánchez-Herrero 1996) (Figure 

14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Similarité fonctionnelle entre Ubx et abdA lors du développement de l’haltère chez la drosophile. A : 

Haltère sauvage. B : la combinaison d’allèles abx bx3 pbx/Ubxlac1 induit la transformation de l’haltère en aile, due à la 

perte d’activité de Ubx. La tête de flèche indique la triple rangée de poils sensitifs caractéristique de la marge de l’aile 

antérieure, et la flèche vide indique la rangée de longs poils caractéristiques de la marge de l’aile postérieure. C : Dans 

ce contexte, la protéine Ubx exogène produite à l’aide du système UAS-Gal4 (MS1096-Gal4/+ ; UAS-Ubx abx bx3 

pbx/Ubxlac1) induit un sauvetage partiel du développement de l’haltère. D : De manière très similaire, la production de 

la protéine AbdA (MS1096-Gal4/+ ; UAS-abdA abx bx3 pbx/Ubxlac1) provoque un sauvetage de la perte de Ubx endogène 

au cours du développement de l’haltère. 
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Dans les corps gras des larves, plusieurs gènes Hox ont un profil d’expression se chevauchant, 

et contrôlent le déclenchement de l’autophagie développementale de manière redondante 

(Banreti et al. 2014). Les protéines Hox répriment les gènes impliqués dans l’autophagie, 

comme Atg8b, et leur disparition avant la formation du puparium permet l’activation de 

l’autophagie développementale. Ce phénomène d’autophagie permet la dégradation et le 

recyclage de composants cellulaires, permettant le remodelage des tissus larvaires, et la 

transformation en adulte au cours de la métamorphose (Tracy et Baehrecke 2013). Dans ce 

tissu, les protéines Hox jouent ainsi un rôle redondant et générique plutôt que paralogue-

spécifique. 

Le développement de la « ring gland », une glande endocrine contrôlant des processus comme 

la métamorphose en sécrétant des hormones telles que l’ecdysone, implique la fusion de 

plusieurs tissus comme le corps allate (CA) et la glande prothoracique (GP). Le CA, la GP et les 

trachées sont connus pour provenir de cellules progénitrices homologues dans leurs segments 

respectifs : le CA où Dfd est exprimé, la GP où Scr est exprimé, et les trachées où Antp et le 

gènes Hox du complexe bithorax sont exprimés. En cas de double mutation de Dfd et Scr, les 

primordia du CA et de la GP ne sont plus spécifiés. Cependant, il est possible de sauver leur 

spécification par l’expression de n’importe quel gène Hox de Dfd à AbdB (Sánchez-Higueras, 

Sotillos, et Castelli-Gair Hombría 2014). 

Le contexte du processus générique de la myogenèse et du développement de la diversité des 

muscles chez la drosophile est aussi un bon exemple. Antp, Ubx et AbdA régulent de façon 

similaire les informations de position et mésoderme-spécifique des progéniteurs des muscles 

somatiques, afin de coordonner le développement des muscles. Ils agissent à différentes 

étapes du processus de spécification des muscles en régulant des cibles similaires, même si 

Antp et Ubx/AbdA utilisent pour cela des motifs cis-régulateurs parfois différents (Enriquez et 

al. 2010). 

Les gènes Hox du complexe Bithorax (Ubx, abdA et AbdB) sont tous impliqués dans la 

répression des primordia de pattes lors du développement de l’abdomen, via la répression du 

sélecteur des pattes Distal-less (Dll) (Vachon et al. 1992). Les gènes Hox centraux et 

postérieurs partagent la fonction de répression de l’identité de la tête dans les segments du 

tronc, notamment via la répression du gène Optix (Coiffier et al. 2007). Le gène Hox labial (lab) 

est nécessaire pour la spécification des neuromères tritocérébraux durant le développement 

embryonnaire du système nerveux de la drosophile. Étonnamment, le phénotype du cerveau 

dans le mutant labial peut être sauvé par n’importe quel gène Hox de la drosophile, à 

l’exception de AbdB (Hirth et al. 2001). 

On trouve également des exemples chez les vertébrés. Les gènes Hox sont exprimés dans le 

système nerveux des souris où ils jouent un rôle majeur en définissant l’identité et les motifs 

synaptiques des neurones dans les différentes régions. L’identité des neurones de la colonne 

motrice latérale (CML) est spécifiée par les gène Hox du groupe paralogue 6 dans la région 

brachiale. Cependant les gènes Hox des groupes paralogues 5, 7 et 8 peuvent tous se 
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substituer aux Hox du groupe paralogue 6 pour spécifier les neurones de la CML brachiale 

(Lacombe et al. 2013). 

Chez la souris et le poulet, des expériences de perte et gain de fonction des gènes Hoxa2, 

Hoxa3 et Hoxb4 montrent que ces différents gènes Hox partagent la capacité de réprimer 

l’ostéochondrogenèse, un processus impliqué dans les segments les plus antérieurs afin de 

permettre le développement des os et cartilages faciaux à partir de la crête neurale faciale 

(Schwarz et al. 2014) (Creuzet, Couly, et Douarin 2005). 

Le contrôle de l’élongation de l’axe directeur chez l’embryon est également une fonction 

générique des gènes Hox, retrouvée chez la souris et le poulet (Young et al. 2009 ; Denans, 

Iimura, et Pourquié 2015). Chez la souris, Cdx est essentiel pour l’expansion postérieure au 

cours de l’embryogenèse (van den Akker et al. 2002) et certaines mutations touchant ce gène 

causent des troncations de l’axe antéro-postérieur. Les gènes Hox des groupes paralogues 

centraux Hoxa5 et Hoxb8 sont capables de sauver le mutant Cbx, tandis que l’expression 

précoce des gènes Hox du groupe paralogue 13 (postérieur) arrête prématurément 

l’élongation de l’axe AP. Dans les deux cas, les gènes Hox modulent l’activité de la voie de 

signalisation Wnt (Young et al. 2009). Chez le poulet, les gènes Hox des groupes paralogues 

postérieurs (9 à 13) jouent un rôle de ralentissement de l’élongation de l’axe, en réprimant 

l’activité de la voie de signalisation Wnt d’autant plus fortement qu’ils sont postérieurs 

(Denans et al. 2015). 

Bien que la plupart des études se focalisent sur le rôle des gènes Hox durant le développement 

embryonnaire, ils sont également actifs au stade adulte. Chez la souris, des gènes Hox des 

complexes A, B et C sont exprimés dans la moelle osseuse où ils contrôlent de manière 

redondante l’auto-renouvellement des cellules souches hématopoïétiques, et répriment leur 

différenciation (Ernst et al. 2004). 

Dans l’appareil reproducteur féminin adulte, les gènes Hox postérieurs HoxA9, HoxA10, 

HoxD10 et HoxA11 sont nécessaires pour promouvoir la réceptivité endométriale (réceptivité 

de l’endomètre à l’implantation de l’embryon) (Xu et al. 2014). 

Les gènes Hox des groupes paralogues postérieurs (9 à 13) jouent un rôle essentiel dans le 

développement des membres le long de l’axe proximo-distal. Les gènes Hox du groupe 

paralogue 11 sont essentiels pour la cicatrisation des fractures au niveau du zeugopode. En 

effet, ils sont nécessaires pour le renouvellement des cellules souches multipotentes 

mésenchymales de la moelle osseuse, capables de se différencier en ostéoblastes, 

chondroblastes et adipocytes, et permettant la régénération des os. Cela semble être une 

fonction générique des gènes Hox car les gènes d’autres groupes paralogues sont impliqués 

dans le même processus au niveau des segments des membres dans lesquels ils sont exprimés, 

comme le stylopode (plus proximal) pour les groupes paralogues 9 et 10, ainsi que dans le 

sternum (donc en dehors des membres) pour les gènes Hoxa5, Hoxb6 et Hoxc6 (Rux et al. 2016 

; Saurin et al. 2018). 
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Les gènes Hox orthologues issus d’animaux parfois très distants sont capables de se substituer 

dans certains contextes, soulignant la conservation robuste de fonctions générales au cours 

de l’évolution. C’est notamment le cas du gène HoxB1 de poulet, capable de sauver la perte 

de fonction de labial chez la drosophile, restaurant la morphologie correcte de la tête et la 

viabilité de l’embryon (Lutz et al. 1996). Au sein de leurs espèces respectives, les orthologues 

de Ubx chez les abeilles, les coléoptères et les papillons ne répriment pas le développement 

des ailes. Cependant, lorsqu’ils sont exprimés chez la drosophile, ils provoquent une 

transformation des ailes en haltère, ce qui suggère une fonction conservée dépendante du 

contexte développemental dans lequel ces gènes s’expriment (Prasad et al. 2016). 

L’orthologue de Ubx présent chez les onychophores (OUbx) exprimé artificiellement chez la 

drosophile est capable de transformer les ailes en haltères, et les antennes en pattes de 

manière similaire à Ubx de drosophile malgré leur divergence datant d’environ 540 millions 

d’années. En revanche, OUbx est incapable de réprimer Dll. Cela montre que si certaines 

fonctions de Ubx sont conservées au cours de l’évolution, d’autres sont restreintes à certains 

lignages (Grenier et Carroll 2000). 

Toute cette littérature supporte bien l’idée qu’il existe des fonctions génériques des gènes 

Hox dans différents tissus, que ce soit pendant le développement embryonnaire ou chez 

l’adulte, chez la drosophile ou les vertébrés. De la connaissance de ces fonctions génériques 

semble émerger le principe que ces fonctions génériques précèdent les fonctions plus 

spécifiques.  

Chez la drosophile, le contexte du développement du lignage de muscles « Dorsal Acute » DA3 

est une bonne illustration de ce principe. Lors du développement de ces muscles, deux 

contributions successives des gènes Hox Antp, Ubx et abdA sont nécessaires dans les segments 

où ils s’expriment respectivement. La première contribution consiste en une fonction 

générique de sélection de cellules progénitrices des muscles, les « founder myoblast », à partir 

de la division asymétrique au sein d’une population de cellules pro-musculaires. La seconde 

contribution des gènes Hox survient après cette division asymétrique et permet la 

diversification des muscles de manière segment-spécifique. Pour cela, Antp et Ubx/AbdA 

régulent l’expression du gène collier (col) à l’aide de motifs cis-régulateurs différents (Enriquez 

et al. 2010). Un cas de figure similaire est observable lors de la répression de Distal-less (Dll) 

afin d’empêcher le développement des membres dans les segments abdominaux de la 

drosophile par Ubx, AbdA et AbdB, qui repose sur des mécanismes moléculaires spécifiques. 

Alors que la répression de Dll par Ubx et AbdA nécessite la présence du cofacteur Extradenticle 

(Exd), AbdB n’en a pas besoin pour réprimer Dll (Sambrani et al. 2013).  De plus, Ubx interagit 

avec Sloppy paired, tandis que AbdA interagit avec Engrailed, afin de réprimer Dll dans leurs 

compartiments respectifs (Gebelein, McKay, et Mann 2004). Cela souligne le fait que les 

fonctions génériques des gènes Hox ne reposent pas systématiquement sur des mécanismes 

moléculaires communs (Figure 15). Mieux comprendre cette diversité moléculaire nécessite 

davantage de connaissances quant aux réseaux d’interactions, aux interactomes des protéines 
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Hox, et donc de mieux connaître le rôle des différents domaines (conservés ou non) de ces 

protéines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Les protéines Ubx et AbdA utilisent des mécanismes moléculaires distincts pour réprimer le gène Dll. A : 

DMX est un élément cis-régulateur du gène Dll, constitué d’un élément activateur (DMXact) et d’un élément répresseur 

(DMX-R) sur lequel peuvent se fixer les protéines Sloppy-paired (Slp), Engrailed (En), Extradenticle (Exd), Homothorax 

(Hth) ainsi que des protéines Hox. Certaines mutations peuvent toucher les sites de liaisons pour ces protéines, comme 

les mutations X2 et X5 qui abolissent respectivement la capacité de Slp et de Engrailed à lier l’élément DMX-R. B, C, D : 

Vue latérales d’embryons de stade 11 contenant divers rapporteurs LacZ pour des variants de l’élément DMX (en 

rouge) ainsi qu’un marquage de En (en vert), dont B’, C’ et D’ sont des agrandissements en vue ventrale. B/B’ : 

l’expression de l’élément DMX sauvage est limité au thorax, où il peut être actif indépendamment de la présence de 

En. C, C’ : DMX-X2 est actif dans le thorax, mais également dans les compartiments antérieurs des segments 

abdominaux, où En est absent.  D, D’ : DMX-X5 est actif dans le thorax, mais aussi dans les compartiments postérieurs 

des segments abdominaux, là où En est présent. E, F, et G : Vues latérales d’embryons sauvages de stade 11, dont E’ 

et F’ sont des agrandissements. E : Marquages de Slp (bleu), En (vert) et de Dll (rouge). E’ : Les cercles blancs indiquent 

approximativement les cellules ayant le potentiel d’exprimer Dll dans les segments abdominaux 1 et 2 (A1 et A2). Ces 

cellules chevauchent la limite entre les domaines où sont présents respectivement Slp et En. F :  Marquages de AbdA 

(Violet) et Ubx (vert). F’ : Les cercles blancs indiquent approximativement les cellules ayant le potentiel d’exprimer Dll 

dans les segments A1 et A2. Le niveau de Ubx est plus important du côté antérieur que du côté postérieur des différents 

compartiments. AbdA présente le profil inverse. G : Marquage de AbdA (violet) et Slp (bleu). Le plus haut niveau de 

marquage AbdA se localise dans les compartiments postérieurs des segments, adjacents aux domaines antérieurs où 

se trouvent les cellules présentant un marquage de Slp. H : Marquage de AbdA et En. On constate une colocalisation 

de En et AbdA dans le compartiment postérieur des segments abdominaux. I : Schématisation du modèle découlant 

de ces observations. Le mutant X2 provoque une expression ectopique de Dll uniquement dans les compartiments 
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antérieurs des segments abdominaux, ou Ubx et Slp sont colocalisés. Le mutant X5 provoque une expression ectopique 

de Dll uniquement dans les compartiments postérieurs des segments abdominaux, où AbdA et En sont colocalisés. Cela 

suggère que Ubx forme un complexe avec Slp (qui nécessite le site X2 pour se lier à l’élément DMX) pour provoquer la 

répression de Dll, tandis que AbdA forme un complexe avec En (nécessitant le site X5 pour se lier à DMX). Ces deux 

mécanismes différents permettent aux deux protéines Hox Ubx et AbdA de réprimer Dll dans l’ensemble de l’abdomen. 
Adapté à partir de Gebelein, McKay, et Mann 2004. 

Le fait que des fonctions génériques puissent reposer sur des mécanismes moléculaires 

spécifiques rend difficile d’estimer la proportion de fonctions génériques et spécifiques des 

gènes Hox. Par exemple, l’analyse transcriptomique après l’expression ectopique dans des 

embryons de 6 des 8 protéines Hox (Dfd, Scr, Antp, Ubx, AbdA et AbdB) de la drosophile révèle 

que la plupart (68,9%) des gènes cibles ne sont affectés que par une unique protéine Hox. 

Deux tiers des gènes cibles de AbdA lui sont spécifiques, tandis que chez les autres Hox la 

proportion de gènes cibles uniques varie généralement entre 18 et 36% (Hueber et al. 2007). 

À l’inverse, les protéines Hox n’ont pas à être extrêmement spécifiques lorsqu’elles sont 

présentes lors d’un processus développemental précis. Par exemple, il n’est pas nécessaire à 

Ubx et Lab de médier des fonctions distinctes pour spécifier respectivement les haltères ou le 

tritocerebrum puisque ce sont les seules protéines Hox produites dans les tissus 

correspondants (Casares et al. 1996 ; Hirth et al. 2001). La nécessité de fonction spécifique ou 

générale des Hox repose donc sur le contexte développemental, et plus particulièrement sur 

l’activité ou non d’autres gènes Hox pouvant jouer des rôles redondants ou différents au sein 

du même tissu. Une classification des gènes cibles des protéines Hox en trois catégories a donc 

été proposée : les gènes cibles paralogue-spécifiques, semi-paralogue-spécifiques, et 

généraux (revu par (Merabet et Mann 2016). Ces différentes catégories de gènes cibles 

illustrent la complexité des processus moléculaires que les protéines Hox doivent orchestrer 

in vivo. Les protéines Hox doivent présenter un équilibre subtil entre des interactions 

moléculaires spécifiques et non spécifiques, que ce soit en termes de liaison à l’ADN ou 

d’interactions protéine-protéine, ce qui rend leurs modes d’actions moléculaires très 

versatiles et difficiles à élucider. 
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1.6 Régulation de l’expression des gènes Hox 

Le génome de la drosophile présente deux complexes de gènes Hox ; le complexe 

Antennapedia (ANT-C) et le complexe Bithorax (BX-C). Le complexe ANT-C contrôle l’identité 

des segments les plus antérieurs jusqu’au second segment thoracique (T2), tandis que le BX-

C contrôle l’identité du troisième segment thoracique (T3) et des segments abdominaux.  Les 

gènes Hox contenus dans le ANT-C sont labial (lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex 

combs reduced (Scr) et Antennapedia (Antp). Le BX-C contient quant à lui les gènes 

Ultrabithorax (Ubx), abdominal A (abdA) et Abdominal B (AbdB). Le complexe ancestral des 

arthropodes aurait contenu 10 gènes Hox, ce qui comprend les homologues des 8 gènes Hox 

précédemment cités ainsi que ceux des gènes zerknüllt (zen) et fushi tarazu (ftz). Ces deux 

gènes sont bien présents dans le ANT-C mais ont perdu leurs propriétés homéotiques au cours 

de l’évolution, par l’évolution de leurs séquences cis-régulatrices ainsi que de leurs séquences 

codantes (Mann et Carroll 2002). Ftz a notamment acquis une fonction de gène Pair-rule (Yu 

et Pick 1995). Le gène zen a quant à lui acquis une fonction dans le développement des tissus 

extra-embryonnaires (Falciani et al. 1996). Le profil d’expression des gènes Hox s’établit à 

partir de l’effet combiné des gènes de type Gap, Pair-rule et Segment polarity, impliqués dans 

la segmentation de l’embryon. Les gènes Gap (knirps, Krüppel, hunchback, giant, huckebein, 

tailless, orthodenticle, buttonhead…) sont les premiers gènes de segmentation à s’exprimer, 

divisant l’embryon en larges régions (Gilbert 2000). Les mutations les affectant provoquent la 

perte de larges portions de l’embryon (ou « gaps »). Ils contrôlent notamment l’expression 

des gènes pair-rule, qui constituent l’avant-dernier niveau de la cascade de régulation 

génétique permettant la segmentation de l’embryon. Les gènes Paire-rule définissent les 

limites des différents segments et parasegments. Ils sont les premiers à s’exprimer de manière 

périodique le long de l’axe AP de l’embryon. Il existe 7 gènes paire-rule canoniques (hairy (h), 

even-skipped (eve), runt (run), fushi tarazu (ftz), odd-skipped (odd), paired (prd), et sloppy-

paired (slp), qui sont impliqués dans la régulation des gènes de type segment polarity (Clark 

2017). Les gènes de type segment polarity comme wingless (wg), hedgehog (hh) et engrailed 

(en) définissent la polarité antéro-postérieure des différents parasegments (Perrimon et 

Mahowald 1987) (von Dassow et al. 2000) (Figures 16). Les gènes Hox sont exprimés en 

réponse aux contributions combinées des gènes gap, pair-rule et segment polarity, et agissent 

au niveau final de la segmentation en conférant leur identité aux différents segments. Une 

fois activés, le niveau d’activité précis des gènes Hox est notamment maintenu par la balance 

de l’activité des TrxG et PcG (Ringrose et Paro 2004).  
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Figure 16 : Expression séquentielle de gènes lors du développement de l’axe antéro-postérieur dans l’embryon de 

drosophile. Le développement de l’axe antéro-postérieur commence avec les gènes maternels comme bicoid, nanos, 

qui vont réguler l’expression de gènes zygotiques en aval. Il s’agit des gènes gap tels que hunchback, tailless, Krüppel, 

giant ou encore knirps. Les produits des gènes gap, combinés avec l’action des morphogènes maternels, contrôlent 

l’expression des gènes pair rule au sein de sept bandes (par exemple even-skipped et fushi tarazu). Enfin, la polarité 

antéro-postérieure des parasegments est déterminée par l’expression des gènes segment polarity comme wingless ou 

engrailed. (Gheisari, Aakhte, et Müller 2020) 

 

  



34 
 

1.6.1 Les protéines groupes Polycomb et Trithorax 

La régulation de l’expression de n’importe quels gènes a lieu au sein du noyau des cellules, et 

repose en partie sur des modifications épigénétiques modifiant l’état de la chromatine. Les 

protéines des groupes Polycomb (PcG) et Trithorax (TrxG) sont les régulateurs épigénétiques 

les plus importants et évolutivement conservés (Geisler et Paro 2015). Ces deux groupes 

fonctionnent de manière antagoniste, et permettent la régulation fine de l’expression de 

nombreux gènes cibles, incluant les gènes Hox. 

Polycomb (Pc) fût le premier PcG découvert chez la mouche drosophile (Lewis P.H, 1947). 

Certaines mutations de Pc provoquent l’expression ectopique de gènes Hox, provoquant la 

transformation de segments antérieurs en segments plus postérieurs, due à la dé-répression 

de gènes Hox postérieurs (Lewis 1978b). Le gène Trithorax fût ensuite découvert comme un 

gène antagoniste des PcG (Ingham 1983 ; Ingham 1985 ; Struhl et Akam 1985). Des cribles 

génétiques ont ensuite permis d’identifier de nombreux autres gènes dont les mutations 

produisaient des phénotypes similaires à ceux des mutations touchant Pc ou Trx, permettant 

leur classification dans les groupes PcG ou TrxG. Les protéines PcG et TrxG sont évolutivement 

très conservées (Ringrose et Paro 2004), et identifient leurs gènes cibles en interagissant avec 

des éléments cis-régulateurs nommés respectivement Polycomb Response Elements (PREs) 

(Chan, Rastelli, et Pirrotta 1994 ; Christen et Bienz 1994) ou Trithorax Response Elements 

(TREs) (Ringrose et Paro 2007).  

L’analyse du complexe Bithorax (BX-C) de la drosophile a montré sa sub-division en domaines 

parasegment-spécifiques délimités par des éléments insulateurs (Simon et al. 1990 ; Simon, 

Chiang, et Bender 1992 ; Barges et al. 2000). Ces domaines comprennent un ensemble 

d’éléments régulateurs tels que des enhancers spécifiques de types cellulaires, d’éléments 

initiateurs ou silencers (Maeda et Karch 2006 ; Maeda et Karch 2009 ; Maeda et Karch 2010). 

Ainsi, au sein d’un parasegment les cellules vont activer l’expression d’un gène Hox approprié 

en utilisant des enhancers spécifiques de types cellulaires, qui pourront être sous le contrôle 

de PRE et donc réprimés dans les types cellulaires où ce gène Hox ne doit pas être activé 

(Busturia, Wightman, et Sakonju 1997). Une fois recrutés par un PRE, les PcG compactent les 

enhancers en structures semblables à de l’hétérochromatine au sein des parasegments où ces 

enhancers sont censé être maintenus dans un état inactif (Müller et Bienz 1991). C’est 

notamment le cas de iab-7, qui régule l’activité du gène Hox AbdB et est sous le contrôle des 

PcG et TrxG (Mishra et al. 2001). Le PRE iab-7 contrôle l’expression de AbdB afin de spécifier 

l’identité du parasegment 12. L’altération de la limite entre les domaines du complexe BX-C 

contrôlant l’identité des parasegments 11 et 12 entraine un gain de fonction ectopique de iab-

7 dans le parasegment 11, le transformant en une copie du parasegment 12. Dans ce contexte, 

l’expression de AbdB est alors contrôlée par le domaine cis-régulateur iab-7 et non plus le 

domaine iab-6 (Hagstrom, Muller, et Schedl 1997 ; Mihaly et al. 1997 ; Mishra et al. 2001). Ubx 

est également capable de réprimer sa propre transcription via un mécanisme dépendant de 

PRE. Une trop forte dose de Ubx provoque ainsi la répression permanente de Ubx endogène 
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dans le disque imaginal d’haltère (Garaulet et al. 2008). Le même type de boucle de régulation 

rétroactive est également observé pour le gène engrailed, suggérant que ce type de répression 

permanente induite pas une boucle rétro-active est un mécanisme général, et non spécifique 

des gènes Hox (Garaulet et al. 2008). Les PcG sont donc nécessaires pour la répression des 

gènes Hox afin de circonscrire leur expression aux segments où ils sont censés s’exprimer, et 

contrôler leurs niveaux d’expression. 

Ce mécanisme est très conservé et se retrouve également chez les vertébrés. La perte de 

fonction des homologues des PcG chez les vertébrés induit des défauts de répression des 

gènes Hox, aboutissant à des transformations postérieures. C’est notamment le cas lors de la 

perte de fonction du PcG Bmi-1 chez la souris. (van der Lugt et al. 1996). Les PcG utilisent des 

PRE très similaires à ceux retrouvés chez la drosophile pour réguler l’expression des gènes Hox 

chez les vertébrés comme l’homme (Woo et al. 2010). Cela souligne la conservation évolutive 

des PcG, impliqués dans la régulation des gènes Hox chez les animaux vertébrés comme chez 

les arthropodes, et plus globalement dans la répression épigénétique jusque chez les plantes 

(Whitcomb et al. 2007) (Figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Conservation évolutive de la fonction des PcG illustrée par des transformations homéotiques dues à des 

mutants chez divers espèces. A : Dans l’embryon de drosophile sauvage, la limite antérieure du domaine d’expression 

de Ubx se trouve au niveau du parasegment 5. B : chez la drosophile mutante pour Su(z)12 (un PcG), on observe une 

dé-répression de Ubx au niveau des parasegments 1 à 4. C : Squelette de souris sauvage. D : chez la souris mutante 

pour le gène Cbx2 (un orthologue de Polycomb), on observe la transformation postérieure de vertèbres : la dernière 

vertèbre cervicale (C6) transformée en première vertèbre thoracique (T1) ; la dernière vertèbre thoracique (T13) en 
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première vertèbre lombaire (L1) ; la cinquième vertèbre lombaire (L5) en première vertèbre sacrée (S1). Cela suggère 

une dé-répression des gènes Hox. E : Une fleur sauvage de Arabidopsis thaliana, présentant une organisation 

concentrique des quatre organes floraux (sépale, pétale, étamines et carpelles). F : chez le mutant de FIE (un 

homologue du PcG extra sexcombs) de A. thaliana, les pétales sont manquants, et les sépales sont transformés en 

organes capelloïdes. Cela suggère que malgré l’absence de gènes Hox chez les plantes, les PcG contrôlent l’expression 

de gènes clés du développement, soulignant une forte conservation fonctionnelle. Adapté de Whitcomb et al. 2007.  

Les PREs ne sont pas restreints à la répression de promoteurs adjacents, mais peuvent aussi 

médier la répression transcriptionnelle à très grande distance. Cela est possible par le 

rapprochement dans l’espace de l’élément à réguler et du PRE, très éloignés en termes de 

séquence voire sur des chromosomes différents, via l’organisation tridimensionnelle des 

chromosomes. Ce phénomène est appelé « chromosome kissing » (Dernburg et al. 1996). 

C’est notamment le cas du PRE iab-7 (Bantignies et Cavalli 2011 ; Bantignies et al. 2011) ou 

encore Mcp (Vazquez et al. 2006). On retrouve de nombreux PREs dans le génome de la 

drosophile (Schwartz et al. 2006) mais aussi au sein du génome des vertébrés (Sing et al. 2009 

; Kassis et Brown 2013). Bien que ces éléments aient été largement étudiés, la manière dont 

sont régulés les PREs reste mystérieuse. 

Les différentes protéines du groupe Polycomb font partie du Polycomb Repressive Complex 1 

(PRC1) ou bien du Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) et PhoRC, qui diffèrent par leur 

effet sur la chromatine. PRC1 est également subdivisé entre les membres canoniques (cPRC1) 

et non-canoniques (ncPRC1) (Blackledge, Rose, et Klose 2015). Le complexe PRC1 catalyse 

l’ajout d’une ubiquitine au niveau de la lysine 119 de l’histone H2A (H2AK119ub1), alors que 

le complexe PRC2 catalyse l’ajout de 1 à 3 groupements -méthyl au niveau de la lysine 27 des 

histones H3 (H3K27me1, H3K27me2 et H3K27me3) (Simon et Kingston 2013). Tous les 

complexes PRC1 présentent un noyau conservé constitué de la protéine RING1 et d’une des 6 

protéines à domaines ring-finger (PCGF1 à PCGF6) du PcG. Le noyau fonctionnel des 

complexes PRC2 est composé de 4 protéines essentielles : une histone methyltransferase à 

domaine SET «  Enhancer of Zeste » (EZH1 ou EZH2, mutuellement exclusives), les protéines 

embryonic endoderm development (EED) et suppressor of zeste (SUZ12) régulant l’activité 

catalytique, ainsi que une protéine de liaison aux histones RBAP46 ou RBAP48 (Margueron et 

Reinberg 2011). De nombreuses autres protéines peuvent venir compléter ces complexes. La 

répression induite par les PcG est médiée par la modification de l’environnement 

chromatinien pouvant conduire à une compaction de la chromatine, la rendant inaccessible 

pour la machinerie transcriptionnelle. Différents modes de compaction sont observés, 

dépendant du variant de PRC qui l’a provoquée. CBX2, un composant de PRC1 des 

mammifères, a notamment une activité de pontage des nucléosomes adjacents (Lau et al. 

2017). La protéine EED reconnaît quant à elle la triméthylation H3K27me3 induite par les 

complexes PRC2, et stimule ces complexes afin de propager cette marque épigénétique au 

niveau des nucléosomes adjacents, permettant donc la propagation de l’état réprimé de la 

chromatine (Margueron et al. 2009 ; Jiao et Liu 2015). 

D’autres cribles chez la drosophile ont permis d’identifier des PcG n’entrant pas dans la 

composition de PRC1 ou PRC2. C’est le cas des protéines du Pho-Repressive Complex (PhoRC), 
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un complexe n’ayant pas d’activité enzymatique mais se liant aux histones méthylées et jouant 

un rôle dans la maintenance de la répression transcriptionnelle (Klymenko et al. 2006), ou 

encore le Polycomb Repressive Désubiqutinase Complex (PR-DUB) présentant une activité de 

dé-ubiquitinase spécifique de l’histone H2A (Scheuermann et al. 2010). Ces complexes ont 

également des homologues chez les mammifères (Hauri et al. 2016). Les complexes PRC1 et 

PR-DUB ont des activités d’ubiquitination et de désubiquitination semblant a priori 

antagonistes. Cependant la déplétion simultanée des composants des PRC1 et PR-DUB induit 

une perte plus rapide de la répression des gènes Hox ainsi que des phénotypes homéotiques 

plus sévères que lors de la déplétion de composant d’un seul complexe. Cela suggère la 

nécessité d’un équilibre entre ces deux modes d’actions pour une efficacité optimale de la 

répression (Scheuermann et al. 2010). 

Après la fertilisation, la prolifération cellulaire est rapidement induite par la dérépression de 

gènes cibles des PcG. L’inactivation transcriptionnelle de la chromatine médiée par les PcG est 

donc considérée comme son état par défaut. La sortie de cet état « réprimé» de la chromatine 

serait alors dû à l’activité antagoniste des TrxG, qui contrebalancerait la fonction des PcG 

(Klymenko et Müller 2004 ; Grossniklaus et Paro 2014 ; Geisler et Paro 2015). Cela est cohérent 

avec le fait que l’on peut observer par Chromatin Immunoprecipitation and sequencing (ChIP-

seq) que les complexes de PcG (notamment PRC1) et TrxG se localisent au niveau des mêmes 

loci (Beisel et al. 2007 ; Enderle et al. 2011). Il reste à mieux connaître les mécanismes par 

lesquels ces complexes sélectionnent leurs cibles, et permettent une balance fine entre 

activation et répression transcriptionnelle.  

En revanche, les protéines du TrxG présentent bel et bien une activité antagoniste au PcG par 

leur rôle essentiel d’activateurs transcriptionnels. Le TrxG est divisé en deux complexes, le 

complexe Switch/sucrose non-fermentable (SWI/SNF) et la famille COMPASS. Le complexe 

SWI/SNF présente une activité de remodelage de la chromatine ATP-dépendant. Il a d’abord 

été identifié chez la levure, puis retrouvé chez la drosophile (Laurent, Treitel, et Carlson 1991; 

Tamkun et al. 1992 ; Khavari et al. 1993 ; Dingwall et al. 1995). La famille COMPASS présente 

une activité de di- ou tri-méthylation des histones H3 au niveau de la lysine 4 (H3K4me2/3). 

Le complexe SET1/COMPASS à activité histone-méthyltransférase a également été 

initialement identifié chez la levure, puis comme étant largement conservé (Piunti et 

Shilatifard 2016). MLL1 (connue aussi sous le nom de ALL1 ou HRX) fut le premier composant 

de la famille COMPASS-like identifié chez les mammifères. On trouve de nombreux 

homologues de MLL ( MLL1, MLL2, MLL3 et MLL4) chez les animaux et les plantes, formant 

des complexes COMPASS-like impliqués dans des régulations génétiques (Gu et al. 1992 ; 

Shilatifard 2012). Chaque protéine MLL est nécessaire pour la triméthylation H3K4 au niveau 

de sous-populations spécifiques de gènes chez les mammifères, mais ne semblent pas avoir 

de fonctions redondantes, la délétion de l’un ou l’autre des paralogues de MLL1 provoquant 

notamment des défauts d’expression des gènes Hox et des défauts léthaux dès le 

développement embryonnaire (Yu et al. 1995 ; Wu et al. 2008). La protéine Utx, membre du 

complexe MLL2 H3K4 méthyltransférase, est également capable d’éliminer les méthylations 
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H3K27 déposées sur les histones par les PcG (Van der Meulen, Speleman, et Van Vlierberghe 

2014). 

La marque épigénétique H2K4me3 déposée par les TrxG est capable de recruter directement 

des composants de la machinerie transcriptionnelle comme Transcription factor II D (TFIID) 

afin d’initier la transcription de gènes (Vermeulen et al. 2007). Mais les TrxG sont aussi eux-

même impliqués dans le recrutement de la machinerie d’élongation. C’est notamment le cas 

de TAC1, un homologue de MLL chez la drosophile, qui recrute la protéine Spt16, un 

composant du complexe FACT (FAcilitates Chromatin Transcription) impliqué dans la 

promotion de l’élongation transcriptionnelle (Van Lijsebettens et Grasser 2010), 

Les TrxG comme Ash sont également impliqués dans la maintenance de l’état transcriptionnel 

et agissent comme des « anti-répresseurs » empêchant les PcG d’appliquer à nouveau des 

marques épigénétiques répressives (Poux et al. 2002 ; Klymenko et Müller 2004). Certaines 

modifications post-traductionnelles sont nécessaires à la fonction de TrxG, comme que le 

clivage des protéines MLL/Trithorax par la Taspase1, nécessaire à la régulation des gènes Hox  

(Hsieh, Cheng, et Korsmeyer 2003). Ainsi, le fragment N-terminal de Trx se lie avec Ash1 au 

niveau de promoteurs de nombreux gènes afin de maintenir leur activité, tandis que le 

fragment C-terminal de Trx se lie plus spécifiquement au niveau des cibles des PcG, suggérant 

un rôle plus spécifiquement dirigé contre la répression induite par les PcG (Schwartz et al. 

2010 ; Schuettengruber et al. 2009). Les TrxG peuvent également promouvoir l’expression 

génétique à l’aide d’autres marques épigénétiques permettant de contrebalancer l’action des 

PcG. Trx va par exemple s’associer avec l’histone-acétyltransférase CREB-Binding protein 

(CBP) afin de promouvoir l’acétylation H3K27, antagonisant avec l’action des PcG (Tie et al. 

2014). Ash1 va également déposer des marques H3K36me2 antagonisant avec les 

méthylations H3K27 déposée par les PcG (Yuan et al. 2011). Il semble donc que le rôle global 

des TrxG soit de contrebalancer l’effet des PcG (Hanson et al. 1999 ; Schuettengruber et al. 

2017) (Figure 18). 
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Figure 18 : Actions des complexes 

Trithorax et Polycomb. Les complexes 

PRC2 triméthylent la lysine 27 des 

histones H3, ce qui induit la répression 

(« silencing ») de la chromatine au 

niveau du locus cible. Cette marque 

peut être reconnue par les complexes 

PRC1. Cela induit la mono-

ubiquitinylation des histones H2A ce 

qui déclenche la compaction de la 

chromatine en hétérochromatine, 

permettant une répression stable. 

L’action répressive des PRC2 est 

antagonisée par les TrxG. Les TrxG 

peuvent notamment tri-méthyler la 

lysine 4 des histones H3, rendant 

possible l’expression du locus cible 
(Holec et Berger 2012). 

 

Les TrxG sont essentiels pour l’activation et la maintenance de l’expression des gènes Hox au 

cours du développement. Chez la drosophile, Trithorax-like est nécessaire pour l’activation de 

Ubx (Farkas et al. 1994). Au cours de l’embryogenèse chez la souris, Mll est nécessaire à 

l’activation de nombreux gènes Hox (Hoxa7, Hoxc9…) (Yu et al. 1998). Les TrxG du complexe 

TAC-1 permettent également de subtilement moduler le profil d’expression des gènes Hox. Ce 

complexe est impliqué dans l’activation de Ubx dans la partie postérieure des parasegments 

du tronc, mais également dans l’activation de l’ARN non-codant bithoraxoid (bxd) (qui réprime 

Ubx) dans la partie antérieure de ces parasegments. Cela rend possible l’expression mosaïque 

de Ubx nécessaire au bon développement de l’embryon (Petruk et al. 2006). 

Cependant la frontière entre PcG et TrxG est parfois floue. Les mutations des PcG et des TrxG 

provoquent des effets opposés sur le développement de l’axe AP : les mutations affectant les 

PcG provoquent des transformations postérieures, tandis que celles touchant les TrxG 

provoquent des transformations antérieures (Kennison 1995), et les mutations PcG et TrxG 

ont des effets antagonistes qui peuvent s’avérer mutuellement suppresseurs. Cependant, des 

mutations de gènes originellement considérés comme faisant partie des PcG, à savoir Asx, 

E(z), E(Pc), Psc, Scm et Su(z), ont été décrites comme pouvant également induire des 

phénotypes de type TrxG (Gildea, Lopez, et Shearn 2000). Certains gènes semblent donc avoir 

une fonction ambivalente, et être impliqués tant dans la répression transcriptionnelle au sein 

de complexes PRC que dans l’activation avec des TrxG. Ces gènes ont été classifiés dans un 

nouveau groupe, les Enhancers of Trithorax and Polycomb (ETP). L’activité de régulation 

transcriptionnelle ambivalente de Additional Sex Comb (Asx) observée chez la drosophile se 

retrouve avec son homologue la souris, Asxl2, ce qui suggère la conservation fonctionnelle de 

ce groupe de gènes impliqué dans la répression comme l’activation des gènes Hox (Baskind et 
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al. 2009)  (Fisher et al. 2010). Asx est notamment impliqué dans la régulation des modifications 

épigénétiques déposées par les PcG et les TrxG, interagissant avec diverses protéines de ces 

groupes et modulant leurs activités de méthylation des histones, jouant sur le ratio 

H3K4me3/H3K27me3 d’un même promoteur, et permettant donc une régulation fine du 

niveau d’activité du gène cible (Li et al. 2017). 

 

1.6.2 La régulation des gènes Hox par les ARN non-codants 

Au cours des dernières décennies, des études ont montré que les ARN non-codants (ncRNA) 

pouvaient interagir avec des facteurs de transcription ainsi que des régulateurs épigénétiques 

comme les PcG afin de moduler l’expression de gènes cibles (Zhao et al. 2008 ; Lee 2012). Les 

gènes Hox ne font pas exception à ce mécanisme, comme le montre le cas très étudié du long 

ARN non-codant (lncRNA) Bithoraxoid (bxd) contrôlant l’expression de Ubx. bxd est transcrit 

dans la même direction que Ubx, à partir d’une région en amont de celui-ci, et recrute des 

TrxG. afin de s’auto-activer, pour réprimer Ubx (Petruk et al. 2006).  

HOTAIR est un lncRNA de 2,2 kb également connu pour réguler les gènes Hox dans les 

vertèbres. Chez l’homme, il serait transcrit depuis une région génomique située entre HOXC11 

et HOXC12. Cependant la perte de fonction de HOTAIR semble avoir peu d’effet sur l’activité 

des gènes du complexe HOXC, les gènes Hox les plus proches, mais provoque un effet 

drastique sur l’activité des gènes du complexe HOXD, pouvant induire des effets homéotiques 

telles que des transformations postérieures (lombo-sacrales), caractéristiques d’une perte de 

répression de gènes Hox postérieurs par les PcG (Li et al. 2013). Il semble donc que HOTAIR 

soit impliqué dans la répression du complexe HoxD. Pour cela, il interagit avec des PcG, 

notamment le complexe PRC2 (Rinn et al. 2007). Il est intéressant de noter que la séquence 

de HOTAIR est très peu conservée entre l’homme et la souris, et que l’effet de la délétion du 

complexe HoxC (comprenant HOTAIR) chez la souris a peu d’effet sur l’expression des gènes 

du complexe HoxD ainsi que sur sa méthylation H3K27. Cela suggère une évolution rapide de 

HOTAIR chez les vertébrés, et l’acquisition de propriétés particulières de répression du 

complexe HoxD chez l’homme, difficile à observer chez la souris (Schorderet et Duboule 2011). 

Cependant cette interprétation était issue de l’analyse d’une délétion plus importante que 

HOTAIR, mais d’une délétion de l’intégralité du complexe HoxC (8 gènes Hox, 2 microARN et 

HOTAIR) pouvant également affecter l’activité des gènes du complexe HoxD. Une délétion plus 

ciblée de HOTAIR (seulement 4kb) chez la souris montre également un effet de répression du 

complexe HoxD, comparable à ce qui était alors observé chez l’homme (Li et al. 2013). Ces 

observations contradictoires amorcèrent une controverse (Amândio et al. 2016 ; Li, Helms, et 

Chang 2016) basée sur les effets en cis et en trans des différentes mutations utilisées par les 

groupes étudiant cette problématique, illustrant la complexité et l’interdépendance des 

mécanismes de régulation des gènes Hox. Une explication apportée à cette controverse réside 

dans le fait que les phénotypes observés sont relativement variables et peu pénétrants, et 

dépendants de la consanguinité des souris employées. En effet Li et al. fournirent leurs souris 
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mutantes à l’équipe de Denis Duboule, qui arriva une nouvelle fois à la conclusion que HOTAIR 

ne réprime pas les gènes HoxD chez la souris. Cependant contrairement à Li et al., Denis 

Duboule et ses collaborateurs étudièrent les mutants dans un fond génétique croisé, et non 

consanguin, ce qui semblait avoir une importance déterminante dans l’analyse d’un 

phénotype relativement peu pénétrant. Cela rappelle l’importance de l’étude de phénotypes 

robustes, du mode d’utilisation des animaux modèles et en particularité de la question de 

l’impact de la consanguinité sur la reproductibilité des résultats (McLaren et Michie 1954), 

mais aussi du partage des outils et animaux modèles entre équipes de recherche (Selleri et al. 

2016). 

Les lncRNA jouent également un rôle dans la régulation des gènes Hox au sein des vertèbres. 

HOTTIP est un lncRNA transcrit à partir d’une région en amont de HOXA13, dans la direction 

opposée des gènes HOXA. HOTTIP a pour fonction de recruter les TrxG, notamment WDR5 et 

MLL, au niveau du complexe HOXA. Cela induit la méthylation H3K4me3 de cette région, et 

permet de la maintenir transcriptionnellement active (Wang et al. 2011). La perte de fonction 

de HOTTIP dans les bourgeons des membres induit la diminution de l’expression des gènes 

HoxA13, HoxA11 et HoxA10, et ce de manière d’autant plus drastique dans les zones distales 

des bourgeons. Cela suggère un rôle dans la régulation des gènes Hox au cours du 

développement des membres, en particulier de leurs extrémités (Wang et al. 2011). 

Les microARNs (miRNA) sont des petits ARN simple brin, non-codants, d’une taille d’environ 

22 nucléotides, s’associant avec les protéines Argonaute afin de permettre la dégradation 

spécifique d’ARN messagers, permettant de réguler l’activité de gènes par une répression au 

niveau post-transcriptionnel (Bartel 2018). Les miRNA constituent également des régulateurs 

importants des gènes Hox. Des travaux portant sur le miRNA iab-8 ont également montré son 

implication dans le contrôle des gènes Hox chez la drosophile. iab-8 s’exprime dans le système 

nerveux central du parasegment 13 depuis une région génomique située entre abdA et AbdB. 

Il réprime l’expression de abdA. AbdB est quant à lui actif dans le parasegment 13. Cela 

suggère que les miRNA comme iab-8 pourraient jouer un rôle dans la prévalence postérieure 

(Gummalla et al. 2012 ; Yekta, Tabin, et Bartel 2008). 

Les gènes Hox sont aussi parfois impliqués dans l’homéostasie et la fonction des tissus aux 

stades post-embryonnaires, voire au stade adulte (Procino et Cillo 2013). Le miRNA iab-4 joue 

également un rôle de répression de Ubx dans les motoneurones NB2-3/lin15. Cela est 

nécessaire pour le contrôle du comportement larvaire consistant à retrouver une orientation 

normale lorsque les larves se retrouvent à l’envers (Picao-Osorio et al. 2015), mais aussi du 

même type de comportement chez l’adulte. Cela est très surprenant au vue de la forte 

différence en termes de constitution nerveuse et physique, et qui suggère un rôle des gènes 

Hox au niveau de fonctions physiologiques très diverses même une fois le développement de 

l’organisme terminé (Issa et al. 2019). Les gènes Hox sont également impliqués dans la 

régulation de l’accumulation de graisse dans les tissus adipeux chez l’homme (Karastergiou et 
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al. 2013). HOXC8 est notamment impliqué dans le développement du tissu adipeux brun. Dans 

ce contexte, le miRNA miR196a est impliqué dans la répression de HOXC8 (Divoux et al. 2017). 

La régulation des gènes Hox par les miRNA dépend de la sensibilité des ARN messagers (ARNm) 

aux différents miRNA susceptibles de conduire à leur dégradation. En effet les miRNA se lient 

aux ARNm à dégrader au niveau de sites spécifiques, dont la présence peut varier en fonction 

des différents transcrits produits à partir d’un même gène Hox. Durant le développement 

embryonnaire de la drosophile, le gène Ubx produit des transcrits avec des 3’UTR variables 

selon les régions de l’embryon. Ces différents 3’UTR présentent différents jeux de sites de 

liaisons aux miRNA iab-4 et iab-8, ce qui fait de chaque variant d’ARNm des cibles très 

différentes pour la régulation par ces miRNA, et permet une modulation fine de la stabilité 

des ARNm de Ubx selon le contexte développemental. Ce type de régulation a également été 

observé pour d’autres gènes Hox tels que Antp, abdA et AbdB (Thomsen et al. 2010). Le même 

mécanisme est conservé chez les vertébrés. Chez la souris, le miRNA miR27 permet la 

délimitation stricte du domaine d’expression de HoxA5 dans la moelle épinière. Sans ce mode 

de régulation, le domaine d’expression de HoxA5 est bien plus nébuleux (Li et al. 2017). Tout 

cela montre l’importance de la régulation des gènes Hox par les ARN non-codants, pendant et 

après le développement embryonnaire.  
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2. Caractéristiques moléculaires des protéines Hox 

Les protéines Hox sont des facteurs de transcription (FT) à homéodomaine (HD) appartenant 

à la classe ANTENNAPEDIA (ANTP). Les autres classes de protéines à HD (NK, LIM, TALE, PRD, 

POU et SIX) et la classe ANTP dérivent probablement d’un ensemble de FTs à homéodomaine 

déjà présent chez l’ancêtre commun hypothétique des métazoaires (Degnan et al. 2009). 

L’origine des protéines Hox est controversée (Ramos, Barker, et Ferrier 2012). Il était 

considéré que les gènes Hox proviennent à l’origine d’un gène Proto-Hox jusqu’à la 

découverte de gènes ParaHox chez une espèce d’éponge calcaire (Srivastava et al. 2010 ; 

Fortunato et al. 2014). Des analyses récentes viennent cependant contredire cette conclusion 

par le fait que le ParaHox identifié chez l’éponge seraient en réalité un gène codant pour une 

protéine a HD de la classe NK (Pastrana, DeBiasse, et Ryan 2019). Cela implique que les gènes 

Hox et ParaHox seraient apparus après la divergence entre les embranchement des Porifera 

(les éponges), et du reste des animaux incluant les ancêtres communs des bilatériens et des 

cnidaires (Garcia-Fernàndez 2005 ; Merabet et Galliot 2015). 

Les protéines Hox présentent des caractéristiques moléculaires qui les distinguent des autres 

membres de la famille des protéines à HD de la classe ANTP (Gehring, Affolter, et Bürglin 1994 

; Merabet et al. 2010). Les propriétés moléculaires des protéines Hox des différents groupes 

paralogues permettent également de les distinguer, et ce à travers les divers 

embranchements des animaux (Merabet et al. 2009). Ces caractéristiques sont retrouvées au 

niveau et en dehors de l’HD, influençant les propriétés de liaison à l’ADN ainsi que les 

propriétés d’interactions protéine-protéine. Cette partie propose de décrire les principales 

caractéristiques intra-moléculaires des protéines Hox. 

2.1 Caractéristiques intra-moléculaires des protéines Hox. 

2.1.1 L’homéodomaine (HD) 

L’HD des protéines Hox est un domaine de 60 acides aminés (aas) responsable de la liaison à 

l’ADN, qui partage une forte homologie avec les HD des autres membres de la classe ANTP 

(Merabet et al. 2010). Les acides aminés conservés sont alors des aas hydrophobes qui 

participent au repliement correct, et des aas basiques impliqués dans la liaison à l’ADN, ce qui 

signifie que des protéines Hox et non-Hox partagent un mode de liaison à l’ADN générique. 

Tous les HD contiennent un bras N-terminal (N-ter) flexible suivi de trois hélices alpha. Les 

hélices 2 et 3 forment un motif hélice-boucle-hélice similaire  à des motifs de liaison à l’ADN 

ancestraux tels que ceux retrouvés dans la gamma-transposase ou la recombinase Hin chez 

les bactéries (Feng, Johnson, et Dickerson 1994). Les aas directement en contact avec l’ADN 

sont localisés dans l’hélice 3, nommée « hélice de reconnaissance », et dans le bras flexible N-

ter. Ces deux parties de l’homéodomaine s’insèrent respectivement dans le sillon majeur et le 

sillon mineur de l’ADN (Merabet et al. 2009 ; Rezsohazy et al. 2015) (Figure 19A et B). 

L’alignement des protéines Hox issues de protostomes et de deutérostomes montre que tous 

les groupes paralogues sauf deux présentent des aas paralogue-spécifiques dans leurs HD, 
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pour la plupart localisés dans le bras N-ter (Merabet et al. 2009 ; Thomas-Chollier et al. 2010) 

(Figure 19C) Ces positions sont directement en contact de l’ADN tout en restant accessibles 

pour des interactions protéine-protéine. Cela est cohérent avec le rôle du bras N-ter, décrit 

pour être impliqué dans la spécificité des protéines Hox, comme le montrent de nombreuses 

études basées sur des protéines chimères. Par exemple, modifier les quatre résidus du bras 

N-ter de Scr qui le différencie de celui de Antp est suffisant pour convertir fonctionnellement 

Scr en Antp (Zeng et al. 1993) et inversement (Furukubo-Tokunaga, Flister, et Gehring 1993). 

En effet, certains aas du bras N-ter de Scr peuvent reconnaître une structure spécifique du 

sillon mineur de l’ADN, ce qui confère à Scr un mode de reconnaissance de l’ADN spécifique 

(Joshi et al. 2007 ; Zeiske et al. 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Structure et signatures paralogue-spécifiques de l’homéodomaine des protéines Hox. A-B : Structure de 

l’homéodomaine (HD) de la protéine Hox Antp lié à l’ADN (en gris). L’homéodomaine de Antp commence à la position 

5 du bras N-terminal. Les trois hélices sont indiquées (H1-3). Les radicaux des acides aminés (AA) spécifiques des HD 

de la sous-classe des Hox apparaissent en vert, ceux des AA paralogue-spécifiques apparaissent en rouge, ceux des AA 

accessibles pour les interactions protéine-protéine apparaissent en bleu, ceux des AA interagissant avec les bases de 

l’ADN apparaissent en orange, et ceux des AA interagissant avec le squelette sucre-phosphate de l’ADN apparaissent 

en jaune. C : comparaison des séquences consensus des HD de protéines Hox issus différentes espèces de 

deutérostomes (amphioxus et humain), d’ecdysozoaires (tribolium, ou daphnie pour le groupe paralogue 3) pour 

chaque groupe paralogue. Les cnidaires sont exclus de l’analyse car ils ne possèdent pas des gènes Hox de chaque 

groupe paralogue. Le nombre à droite indiquent le taux de conservation au sein de chaque groupe paralogue. Pour 

chaque groupe paralogue, le gène correspondant chez la drosophile est indiqué entre parenthèses. Le groupe central 

correspond aux paralogues 6, 7 et 8. Le groupe postérieur corresponds aux paralogues 9 et 10. L’absence de 

conservation est indiquée par un point. Deux points indiquent une position présentant des changements conservés. 

Les lettres indiquent des résidus invariants au sein du groupe paralogue. Les résidus invariants à travers tous les 

groupes paralogues sont indiqués en gras. Les résidus spécifiques d’un groupe paralogue sont indiqués en rouge, on 

observe qu’ils sont particulièrement fréquents au niveau du bras N-terminal. Adapté à partir de Merabet et al. 2009.  
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2.1.2 Le motif Hexapeptide (HX). 

En dehors de l’homéodomaine, la principale caractéristique moléculaire des protéines Hox est 

la présence d’un petit motif nommé « Hexapeptide » (HX) ou encore PBC-Interaction Domain 

(PID) (Rieden et al. 2004) (Figure 20A). Ce motif est toujours en amont de l’homéodomaine, à 

une distance variable de l’HD, et contient un motif de quatre aas (YPWM) dans la plupart des 

groupes paralogues à l’exception des plus postérieurs qui n’en conservent qu’un résidu 

tryptophane. Chez les groupes paralogues 1 et 2, deux résidus différents sont spécifiquement 

conservés à la première position de l’HX  (Merabet et al. 2009). La simple analyse de la 

séquence peptidique du motif HX permet donc la discrimination des paralogues 1 et 2, des 

paralogues plus centraux, et des paralogues postérieurs (Figure 20B). 

Le motif HX a été largement étudié pour son rôle de plateforme de recrutement pour les 

cofacteurs de la famille PBC. Les protéines PBC sont des FT à HD appartenant à la famille 

« Three Amino-Acide Loop » (TALE) (Bürglin 1997 ; Mukherjee et Bürglin 2007). Le 

tryptophane du motif HX peut se glisser dans la poche hydrophobe au sein du motif TALE, 

stabilisant l’interaction entre les protéines Hox et TALE (Mann et Chan 1996 ; Passner et al. 

1999 ; LaRonde-LeBlanc et Wolberger 2003 ; Joshi et al. 2007). Il s’agit d’un rôle conservé chez 

les cnidaires et les bilatériens. Cependant, ce rôle essentiel du motif HX est dispensable en 

présence d’un autre cofacteur des protéines Hox de la famille TALE, la protéine MEIS. MEIS 

permet l’interaction PBC/Hox par d’autres interfaces que le motif HX, que ce soit chez la 

drosophile (Hudry et al. 2012) ou l’homme (Dard et al. 2018), ce qui confère une certaine 

flexibilité aux complexes Hox/cofacteurs, et joue donc sur leur spécificité. MEIS est également 

essentiel pour la translocation nucléaire de PBC, sans quoi PBC n’est pas disponible dans le 

noyau pour interagir avec les protéines Hox. Cette fonction est conservée au point que la 

protéine MEIS1 murine peut sauver la translocation nucléaire de la protéine PBC Extradenticle 

chez la drosophile en l’absence de la protéine MEIS Homothorax endogène (Rieckhof et al. 

1997).  

Des travaux chez la drosophile montrent par ailleurs que le motif HX est utilisé différemment 

selon la protéine Hox considérée, permettant l’interaction avec des cofacteurs spécifiques, 

mais aussi inhibant l’interaction avec des partenaires de manière tout aussi spécifique. 

L’influence positive ou négative du motif HX sur une interaction donnée entre une protéine 

Hox et un cofacteur semble dépendante d’autres motifs dans l’environnement de l’HX au 

niveau de la protéine Hox. Le motif HX est donc très conservé entre les différentes protéines 

Hox, mais utilisé de manière spécifique pour promouvoir ou inhiber leur potentiel 

d’interaction avec différents partenaires (Baëza et al. 2015). 

Des aas paralogues-spécifiques sont aussi retrouvés au sein de la région qui connecte 

l’Hexapeptide et l’HD, une région appelée « Linker Region » (Merabet et al. 2009). Bien que la 

région linker soit de taille très variable, on observe une tendance générale de 

raccourcissement graduel entre les groupes paralogues antérieurs et les groupes postérieurs 

(Rieden et al. 2004 ; Merabet et al. 2009) (Figure 20B). La taille de cette région influence 
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également le mode d’interaction entre les protéines Hox et le cofacteur PBC, ce qui induit des 

effets régulateurs distincts chez la drosophile (Saadaoui et al. 2011). Une région linker courte 

est un déterminant essentiel de la préférence de liaison à l’ADN des protéines Hox 

postérieures associées au cofacteur PBC (LaRonde-LeBlanc et Wolberger 2003). Cette région 

établit un contact avec l’ADN lorsque les protéines Hox de drosophile (Joshi et al. 2007) ou de 

souris (LaRonde-LeBlanc et Wolberger 2003) interagissent avec PBC.  

En dehors de la partie C-terminale adjacente à l’HD principalement dans les groupes 

paralogues 1, 2 et 4, le reste des séquences des protéines Hox ne semble pas présenter de 

résidus spécifiques de groupes paralogues. Cela suggère que le motif HX, l’HD et la région 

linker, avec d’autres motifs comme UbdA, sont les sites principalement responsables des 

caractéristiques moléculaires paralogue-spécifiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Caractéristiques uniques des régions flanquant l’homéodomaine des protéines Hox. A : Représentation 

schématique d’une protéine Hox avec une représentation structurale du motif Hexapeptide (HX, en rouge), de la région 

linker (LR, incomplète, en orange) et de l’homéodomaine (HD, en bleu) à partir de la structure de HoxB1 de souris 

obtenue par cristallographie. B : Caractéristiques uniques des régions flanquant l’HD. CHD correspond aux séquences 

adjacentes et C-terminales bordant l’homéodomaine. Pour chaque groupe paralogue, les alignements ont été obtenus 

à partir des mêmes séquences que pour la figure 14. Les lettres indiquent les résidus conservés au sein d’un groupe 

paralogue, et ceux conservés à travers tous les groupes paralogues sont en gras. Les résidus uniques, ou communs à 

plusieurs paralogues sont indiqués respectivement en rouge et en orange. Les double barres obliques dans les régions 

linker indiquent des variations de longueur au sein d’un même groupe paralogue. Adapté à partir de Merabet et al. 

2009. 
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2.1.3 Les « Short Linear Motifs » (SLiMs) 

En dehors des motifs mentionnés précédemment, il est possible de prédire la présence chez 

les protéines Hox d’autres motifs peptidiques courts, appelés « Short Linear Motifs » (SLIMs) 

ou Eucaryotic Linear Motifs (ELMs), constitués de généralement 3 à 11 aas (Mooney et al. 

2011 ; Davey et al. 2012 ; Van Roey et al. 2013). À la différence des grands domaines 

globulaires, les SLiMs permettent des interactions faibles, transitoires, dynamiques, et sont 

moins conservés. La nature flexible des SLiMs leur permet d’établir des contacts très 

différents. Les SLiMs peuvent être classifiés en 4 types différents selon leur fonction ; site 

ligand (médie des interactions protéine-protéine), site de modification post-traductionnelle, 

site de clivage protéolytique, ou d’adressage sub-cellulaire (Davey et al. 2012). L’analyse in 

silico des protéines Hox de drosophile, souris et poulet montre que les SLiMs ont 

généralement une distribution uniforme (Rinaldi, Saurin, et Graba 2018) (Figure 21). L’analyse 

des SLiMs d’une protéine Hox permet généralement de prédire le groupe paralogue auquel 

elle appartient, indépendamment de son espèce d’origine. Cela suggère que les SLiMs 

participent aux fonctions paralogue-spécifique des protéines Hox, potentiellement en 

permettant des interactions avec des partenaires qui seraient donc paralogue-spécifiques 

(Rinaldi et al. 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Répartition des SLiMs à travers les protéines Hox de drosophile et de souris. Le nombre de SLiMs est 

normalisé selon le nombre de résidus au sein de chaque région des différentes protéines Hox de la drosophile et de la 

souris : région N-terminale (Nter), région linker, Homéodomaine (HD) et C-terminale (Cter), à l’exception de certaines 

protéines Hox postérieures chez lesquelles il est impossible de définir une région linker en raison de l’absence 

d’authentique motif HX. Adapté à partir de Rinaldi et al. 2018. 
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A l’exception du motif HX très conservé, peu de SLiMs des protéines Hox ont été étudiés 

fonctionnellement. Les SLiMs sont évolutivement conservés à des degrés différents. Ils sont 

parfois retrouvés au sein de différents groupes paralogues chez les protostomes et les 

deutérostomes, comme le motif SSYF (Merabet et al. 2009), ou au sein d’un petit nombre de 

paralogues uniquement chez un groupe d’animaux plus restreints, comme le motif UbdA 

retrouvé au sein des protéines Ubx et AbdA des protostomes (Merabet et al. 2009 ; Rinaldi et 

al. 2018). Certains SLiMs sont retrouvés plus spécifiquement au niveau d’un unique groupe 

paralogue, conservé sur des distances évolutives plus courtes, comme le motif TDWM présent 

uniquement au niveau des protéines AbdA des insectes (Merabet et al. 2011). Cependant, 

même un motif très conservé comme le motif HX peut ponctuellement être perdu chez 

certains espèces. C’est le cas au niveau de la protéine Hox centrale Fushi-tarazu (Ftz) chez les 

arthropodes. Chez les lignages d’insectes apparus récemment comme les diptères, Ftz a perdu 

son potentiel homéotique, ce qui coïncide avec la perte du motif HX, induisant la perte de la 

capacité à interagir avec le cofacteur PBC. Ftz est par ailleurs spécialisé dans le processus de 

segmentation. Les orthologues de Ftz chez le coléoptère Tribolium castaneum (Tc-Ftz) et la 

sauterelle Schistocerca gregargia (Sc-Ftz) ont en revanche conservé le motif HX, avec des 

fonctions homéotiques ainsi qu’une fonction au cours de la segmentation. L’équilibre entre 

les fonctions homéotiques et de segmentation de ces 3 orthologues semble dépendre de la 

présence de deux motifs, le motif HX et le motif LXXLL. Le motif HX est présent chez Sc-Ftz et 

Tc-Ftz, tandis que le motif LXXLL est présent chez Tc-Ftz et Ftz de Drosophila melanogaster 

(Dm-Ftz). Cela est corrélé avec le fait que Sg-Ftz présente un potentiel de segmentation faible, 

Tc-Ftz un potentiel de segmentation modéré, et Dm-Ftz un potentiel de segmentation fort, 

tandis que seul Sg-Ftz et Tc-Ftz partagent une fonction homéotique (Löhr, Yussa, et Pick 2001). 

Cette simple corrélation est discutable au cours de l’évolution des arthropodes. Cependant 

cela illustre le fait que la variation dynamique de la présence de deux SLiMs au sein d’une 

protéine Hox constitue une plateforme moléculaire flexible permettant de faire varier la 

fonction d’une protéine Hox au cours de l’évolution (Merabet et Hudry 2011).  

 

2.1.4 Régions intrinsèquement désordonnées 

La présence de longues régions intrinsèquement désordonnées est une dernière 

caractéristique générale des protéines Hox (Merabet et Dard 2014). Ce type de région a été 

décrit pour promouvoir la diversité au sein de réseaux d’interactions entre protéines (Babu 

2016). Cette influence sur les propriétés d’interaction passe en partie par le biais de SLiMs, 

fréquemment localisés au sein de régions désordonnées. Les régions désordonnées sont aussi 

souvent des cibles privilégiées de modifications post-traductionnelles comme des 

phosphorylations ou des acétylations, ou d’épissage alternatif, ce qui permet de diversifier les 

propriétés d’interactions en fonction des tissus ou encore des étapes du développement 

embryonnaire (Babu 2016). Le rôle des régions désordonnées des protéines Hox reste encore 

peu étudié. Les régions intrinsèquement désordonnées influencent les propriétés de liaison à 
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l’ADN de la protéine Hox Ultrabithorax (Ubx) chez la drosophile en jouant sur sa manière 

d’interagir avec ses partenaires de manière tissue-spécifique (Liu, Matthews, et Bondos 2008 

; Hsiao et al. 2014). Cela est notamment dû à des modifications post-traductionnelles, comme 

des phosphorylations tissue-spécifiques, bien décrites dans le cas de la protéine Ubx (Lopez et 

Hogness 1991). 

2.1.5 Modifications post-traductionnelles des protéines Hox 

La variabilité des fonctions des protéines Hox peut aussi s’expliquer par des modifications 

post-traductionnelles. Chez la drosophile, il existe en effet plusieurs phospho-isoformes de la 

protéine Ubx (Gavis et Hogness 1991). La phosphorylation de la protéines Antp inhibe sa 

capacité à interagir avec Exd sur l’ADN (Jaffe, Ryoo, et Mann 1997). La phosphorylation du 

bras N-ter de l’homéodomaine de Scr abolit également sa capacité de liaison à l’ADN, et 

représente donc une possibilité pour moduler l’activité de cette protéine (Berry et Gehring 

2000). La phosphorylation des protéines Hox a été suggérée comme étant un moteur de 

l’évolution des membres chez les arthropodes. L’incapacité des orthologues de Ubx provenant 

de crustacés quant à la répression de Dll pourrait en effet résider dans une régulation de la 

phosphorylation (Ronshaugen, McGinnis, et McGinnis 2002). La polyADP-ribosylation de 

HoxB7 dans des cellules humaines provoque une diminution de son activité transcriptionnelle 

(Wu et al. 2012). La modification post-traductionnelle des protéines Hox est potentiellement 

un mécanisme important de modulation de l’activité des protéines Hox, qui reste cependant 

encore trop peu étudié (Rezsohazy et al. 2015 ; Draime et al. 2018). 
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2.2 Spécificité de liaison à l’ADN et rôle des cofacteur PBC 

2.2.1 Des sites de liaison à l’ADN des protéines Hox monomériques aux sites de liaisons pour les 

dimères Hox-PBC 

Comme décrit plus tôt, les protéines de la classe ANTP ont un HD très similaire. Les analyses 

in vitro de spécificité de la liaison à l’ADN des facteurs de transcription à HD de la drosophile 

comme de la souris, (Hox et non-Hox) ont montré une très faible variation, avec une 

préférence pour la reconnaissance d’une séquence TAAT. Seul les Hox postérieurs présentent 

une préférence pour la liaison à une séquence TTAT sensiblement différente (Noyes et al. 2008 

; Berger et al. 2008) (Figure 22). Cette faible spécificité de liaison à l’ADN contraste fortement 

avec les fonctions très spécifiques des protéines Hox in vivo. Cela suggère que les protéines 

Hox utilisent des partenaires afin de se lier spécifiquement à des cibles génomiques 

pertinentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Séquences nucléotidiques préférentiellement liées par les protéines Hox monomériques. Séquences 

consensus liées par les protéines Hox monomériques in vitro obtenues par une méthode de simple hybride en bactérie 

(B1H) à droite (Noyes et al. 2008) comparées avec les séquences liées in vivo au niveau d’enhancers cibles connus (à 

gauche). (Mann et al. 2009) 
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Cependant, jusqu’ici seul un type de cofacteur a été décrit pour interagir directement avec les 

protéines Hox et moduler leurs propriétés de liaison à l’ADN : les protéines PBC. Chez les 

vertébrés, on compte 4 représentants des protéines PBC (Pbx1-4), tandis que chez la 

drosophile, il n’existe qu’une protéine PBC : Extradenticle (Exd) (Longobardi, Torres, et Blasi 

2014).  

Les protéines PBC peuvent se lier et coopérer avec les protéines Hox afin de créer un 

hétérodimère Hox/PBC. Cet hétérodimère peut alors utiliser les HD des deux protéines afin de 

reconnaître des motifs nucléotidiques plus complexes. L’association des protéines Hox à un 

cofacteur PBC leur confère donc une plus grande spécificité (Mann et Chan 1996) (Figure 23). 

Les deux nucléotides centraux de la séquence reconnue par l’hétérodimère Hox-PBC, où se 

chevauchent les sites de liaison des protéines Hox et des PBC, peuvent varier selon la protéine 

Hox en présence, ce qui peut jouer sur la spécificité de liaison à l’ADN des différents dimères 

Hox/PBC (Chan et al. 1997 ; Ryoo et Mann 1999 ; Joshi, Sun, et Mann 2010). 

 

Figure 23 : Hétérodimère Hox/PBC liant l’ADN. 

Représentation des homéodomaines de la protéine Hox de 

drosophile Sex combs reduced (Scr, en brun) et du cofacteur 

PBC Extradenticle (Exd, en cyan) interagissant par le biais du 

motif HX (YPWM) en se liant à l’enhancer fkh250. On 

observe que les deux homéodomaines se lient aux faces 

opposées du double-brin d’ADN. Les résidus Arg3 et His-12, 

essentiels à la liaison de Scr au sein du sillon mineur, 

apparaissent en orange. On observe que la séquence 

nucléotidique reconnue par le dimère Scr/Exd (en gras et 

majuscule) au niveau de l’enhancer fkh250 est plus 

complexe que les séquences reconnues par les monomères 

de protéines Hox. Adapté à partir de Joshi et al. 2007. 

 

 

 

 

 

 

L’analyse à large échelle de complexes Hox-Exd de drosophile par une approche in vitro de 

SELEX-seq montre que le cofacteur PBC peut révéler une « spécificité latente » des protéines 

Hox, ce qui permet de classifier dimères Hox/Exd en trois groupes de spécificité selon les 

motifs préférentiellement reconnus. On peut constater que cette classification constitue des 

groupes cohérents avec la colinéarité des gènes Hox (Slattery, Riley, et al. 2011). Dans le 
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prolongement de cette idée, une étude basée sur la cristallographie montre en effet que le 

cofacteur PBC permet aux résidus paralogue-spécifiques du bras N-terminal et de la région 

linker des protéines Hox de reconnaître des structures spécifiques au niveau du sillon mineur 

de l’ADN (Joshi et al. 2007). Cela montre que les dimères Hox-Exd ne reconnaissent pas 

seulement des motifs de séquences spécifiques, mais aussi des structures spécifiques de la 

forme de la double hélice d’ADN. Cela nous offre un nouvel angle d’étude permettant 

d’appréhender les mécanismes sous-jacents à la spécificité de liaison à l’ADN des facteurs de 

transcription (Rohs et al. 2009 ; Abe et al. 2015).  

2.2.2 Site de liaison à l’ADN consensuel et non-consensuels pour la fixation des complexes 

Hox/Exd 

Bien que les hétérodimères Hox/Exd montrent une forte préférence pour la liaison au niveau 

de séquences bien définies, il semble que la régulation de gènes cibles par les complexes 

Hox/PBC ne reposent pas toujours sur ce type de séquences pour lesquelles ils ont une forte 

affinité, dites « canoniques » ou « consensuelles ». Chez la drosophile, les séquences 

régulatrices du gènes shaven baby (svb) utilisées par le complexe Hox/Exd ne correspondent 

pas aux séquences consensuelles décrites pour être liées avec une forte affinité par ces 

hétérodimères. Les séquences retrouvées dans les régions cis-régulatrices de svb ressemblent 

davantage à des sites de liaison de faible affinité pour les complexes Hox/Exd décrites par les 

approches de SELEX-seq (Slattery, Riley, et al. 2011). Dans ce contexte, l’utilisation de plusieurs 

séquences de liaison de faible affinité pour les complexes Hox/Exd est essentielle pour la 

régulation tissue spécifique et robuste de svb au cours du développement embryonnaire. En 

effet, ces séquences de faible affinité ne sont reconnues que par les complexes Ubx/Exd, et 

svb ne s’exprime de manière correcte que dans les territoires où Ubx est actif. En revanche, la 

mutation consistant à convertir ces sites de faible affinité en sites canonique de liaison des 

complexes Hox/Exd provoque une suractivation de svb dans les tissus où il s’exprime en temps 

normal, mais aussi une expression ectopique dans les tissus où d’autres gènes Hox sont actifs, 

car les autres complexes Hox/Exd reconnaissent et se lient à ces séquences de forte affinité 

(Crocker et al. 2015). Cela complexifie la vision que nous avions du mode de reconnaissance 

moléculaire de leurs cibles par les facteurs de transcriptions : leur spécificité in vivo semble 

pouvoir émerger de l’usage de sites de liaison de faible affinité plutôt que de sites de liaison 

canoniques de forte affinité (Crocker, Preger-Ben Noon, et Stern 2016 ; Zeiske et al. 2018 ; 

Kribelbauer et al. 2019) (Figure 24).  

 

Le fait que les protéines Hox et Exd puissent utiliser différent mécanismes (dépendant ou non 

du motif HX) pour interagir leur confère une flexibilité pouvant probablement s’avérer 

nécessaire lorsqu’il s’agit de se lier à des motifs de faible affinité. La faible capacité de liaison 

des protéines Hox à des enhancers composés de sites de faible affinité nécessite que ces FT 

soient présents en forte concentration pour déclencher une activation transcriptionnelle. À 

l’inverse, les enhancers contenant des sites de forte affinité ne nécessitent que des 
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concentrations faibles de protéines Hox pour être activés (Crocker et al. 2015 ; Tsai et al. 

2017). La présence de cofacteurs tels que PBC peut permettre de stabiliser la liaison des 

protéines Hox à des enhancers composés de sites de faible affinité. Ces cofacteurs peuvent 

être enrichis au niveau de tels enhancers, formant des micro-environnements favorisant 

l’activation par les protéines Hox (Tsai et al. 2017). Cette forte concentration locale permet de 

compenser la faiblesse de la liaison à l’ADN par la fréquence des évènements de liaison. Ce 

type de sites permet paradoxalement la robustesse de l’activité de certains enhancers 

développementaux. En effet, les enhancers composés de multiples sites de faible affinité 

organisés de manière optimale selon une « syntaxe » (espacement et orientation des 

différents sites de faible affinité) permettant leur liaison suffisamment fréquente au sein de 

micro-environnements où les FT sont suffisamment concentrés (Farley et al. 2016) tolèrent 

bien le stress environnemental ou la délétion de sites individuels (Tsai, Alves, et Crocker 2019). 

De plus, la fonction de ce types d’enhancers ne requiert pas la conservation stricte de leur 

séquence : les mutations ponctuelles n’affectent que peu leur fonction du fait de la 

redondance des nombreux sites de faible affinité, ce qui les rend très permissifs à l’apparition 

de nouveaux motifs au cours de l’évolution (Ramos et Barolo 2013 ; Crocker et al. 2016 ; 

Kurafeiski, Pinto, et Bornberg-Bauer 2019). Cette stratégie moléculaire basée sur des sites de 

faible affinité peut donc conférer robustesse et spécificité à des enhancers tout en permettant 

des innovations à travers l’accumulation de mutations, il s’agit sans doute d’une stratégie clé 

de la régulation génétique de nombreux processus développementaux ou évolutifs, comme 

ceux impliquant les protéines Hox. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Importance des sites de faible affinité lors de la régulation de shavenbaby (svb) par les protéines Hox. 

Embryons de drosophile de stade 15 marqués par des sondes fluorescentes spécifiques de l’ARNm svb. Le gène svb, 

maître du développement des trichomes, est activé par Ubx dans l’embryon sauvage (WT). Pour cela, Ubx se lie à de 

nombreux sites de faible affinité au niveau d’éléments cis-régulateurs de svb. Remplacer ces sites de faible affinité par 

des sites de forte affinité induit une plus forte expression de svb là où Ubx est présent, mais aussi l’activation ectopique 

de svb par d’autres protéines Hox au niveau de segments plus antérieurs. Adapté à partir de Crocker, Preger-Ben Noon, 

et Stern 2016. 
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L’utilisation de divers modes d’interactions entre les protéines Hox et PBC plus flexibles et 

dynamiques que celui passant par l’utilisation du motif HX, comme par exemple en utilisant le 

motif UbdA chez les protostomes, permet donc de concevoir d’autres moyens pour les 

protéines Hox de produire de la spécificité en utilisant un cofacteur général (Ortiz‐Lombardia 

et al. 2017). D’autres cofacteurs que PBC peuvent aussi entrer en jeu et diversifier encore les 

interactions possibles entre les protéines Hox et l’ADN in vivo, conférant aux protéines Hox 

une très grande versatilité moléculaire (Carnesecchi et al. 2020).  
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2.3 Versatilité moléculaire : les interactions entre protéines Hox et leurs cofacteurs 

 

2.3.1 Versatilité des interactions avec les cofacteurs TALE 

Dans le noyau des cellules, l’interaction entre les protéines Hox et le cofacteur PBC requiert la 

contribution d’un autre partenaire appartenant également aux protéines à homéodomaine 

de la famille TALE : les protéines MEIS (Bürglin 1998). Chez les vertébrés, il existe trois 

représentants de protéines MEIS (MEIS1-3) tandis qu’il n’y en a qu’un seul chez la drosophile : 

Homothorax (Hth). L’interaction entre les protéines MEIS et PBC a lieu entre deux domaines 

très conservés localisés au niveau de la partie N-terminale des deux partenaires (Mann et 

Affolter 1998 ; Longobardi et al. 2014). Cette interaction est essentielle à la fonction des 

protéines PBC puisque la translocation de PBC du cytoplasme vers le noyau nécessite la 

dimérisation avec MEIS. L’absence de MEIS provoque donc des phénotypes homéotiques dus 

à l’absence de PBC jouant ainsi le rôle de cofacteur générique des protéines Hox (Rieckhof et 

al. 1997 ; Jaw et al. 2000 ; Stevens et Mann 2007). L’interaction entre les protéines MEIS et les 

protéines Hox en général (Williams, Williams, et Innis 2005), notamment avec les protéines 

Hox postérieures de manière dépendante de la liaison avec l’ADN (Shen et al. 1997) ont été 

décrites. Cependant, le rôle de MEIS dans la fonction moléculaire des protéines Hox a été 

moins étudié que celui de PBC. Les sites de liaison à l’ADN reconnus par les différents types 

de complexes formés par les protéines Hox/PBC/MEIS (Hox/PBX ; Hox/MEIS ; HOX/PBC/MEIS) 

sont enrichis au niveau de différents gènes cibles dans l’embryon de souris, ce qui suggère 

que la diversité des complexes Hox/TALE peut influencer la régulation transcriptionnelle par 

les protéines Hox (Penkov et al. 2013). De même, la présence de protéines Hox semble altérer 

la liaison à l’ADN de MEIS lors de processus développementaux spécifiques au cours de 

l’embryogenèse chez la souris, ce qui suggère que les protéines Hox et MEIS modifient 

mutuellement leur capacité de liaison à l’ADN in vivo (Amin et al. 2015). De plus, la présence 

des cofacteurs PBC et MEIS semble promouvoir la capacité des protéines Hox à se lier à des 

régions de la chromatine peu accessibles, en entrant en compétition avec les nucléosomes. 

Or, c’est au niveau des régions peu accessibles de la chromatine que l’on trouve le plus de 

gènes cibles paralogue-spécifiques des protéines Hox, ce qui montre l’importance des 

cofacteurs TALE pour la régulation des gènes cibles spécifiques des protéines Hox (Porcelli et 

al. 2019). 

Le cofacteur MEIS semble pouvoir moduler les contacts moléculaires entre les protéines Hox 

et PBC, ce qui a d’abord été suggéré par le fait que des protéines Hox et PBC puissent interagir 

in vivo malgré l’absence du motif HX (Galant, Walsh, et Carroll 2002 ; Merabet et al. 2003). 

Des travaux ont ensuite montré qu’un mode d’interaction Hox/PBC indépendant du motif HX 

pouvait exister entre plusieurs protéines Hox de drosophile et de souris et le cofacteur PBC. 

Ce mode particulier d’interaction était dépendant de la présence de Meis1 (Hudry et al. 2012). 

Un mode HX-indépendant de formation des complexes Hox/PBC/MEIS a aussi été révélé avec 

des protéines de cnidaires et il a été proposé que des modes multiples d’interactions entre 
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protéines Hox et TALE puissent avoir servi de support moléculaire pour la diversification 

fonctionnelle des protéines Hox le long des axes longitudinaux des embryons (Hudry et al. 

2014 ; Merabet et Galliot 2015). Ce mécanisme d’interaction Hox/PBC indépendant de HX 

mais dépendant de MEIS a également été décrit chez les protéines Hox humaines de tous les 

groupes paralogues à l’exception des groupes 1 et 2 (Dard et al. 2018). Bien que peu de motifs 

alternatifs d’interaction avec PBC aient été identifiés chez les protéines Hox de la drosophile 

hormis les motifs UbdA (Merabet et al. 2007 ; Foos et al. 2015) et TDWM (Hudry et al. 2012), 

l’analyse détaillée de trois différents complexes Hox/PBX/MEIS humains dans différents 

contextes cellulaires au niveau de différentes séquences nucléotidiques cibles (de faible ou 

forte affinité) montre une grande variabilité quant aux modes d’assemblages possibles entre 

les protéines Hox, PBC et MEIS  (Dard et al. 2018 ; Dard et al. 2019). Certaines protéines Hox 

humaines peuvent en effet utiliser des motifs plus ou moins conservés au cours de l’évolution, 

de manière redondante ou opposée au motif HX pour s’associer aux cofacteurs PBC et MEIS. 

Ces moyens d’interactions alternatifs peuvent varier selon les protéines Hox, selon la 

séquence nucléotidique cible et selon le contexte cellulaire (Figure 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Les protéines Hox de différents groupes paralogues utilisent des mécanismes moléculaires variables pour 

interagir avec les cofacteurs TALE. Un exemple représentatif de différentes situations est donné pour différents cas 

(HOXA1, HOXA9 et HOXA7). Le gradient bleu clair illustre le nombre de modalités d’interactions possibles avec les 

cofacteurs TALE. HOXA1 utilise uniquement un mode d’interaction dépendant du motif HX. HOXA9 utilise le motif HX 

et deux résidus paralogue-spécifique de son homéodomaine. HOXA7 utilise différentes combinaisons de motifs de 

liaison aux cofacteurs TALE ainsi que le motif HX, de manière dépendante de l’environnement protéique et de l’ADN. 

L’importance relative de chaque interface d’interaction avec les cofacteurs TALE est symbolisée par un nombre de « + » 

ainsi que par l’épaisseur des flèches. (Dard et al. 2019) 

Une étude récente basée sur une approche in vitro de SELEX-seq combinée à une analyse in 

vivo interrogeant l’affinité à l’ADN des différents complexes Hox/TALE présents chez la 

drosophile supporte ces observations. Chez la drosophile, les complexes Hox/TALE peuvent se 

constituer entre une protéine Hox, le cofacteur Exd, et l’un des deux variants de la protéine 
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MEIS Hth ; un isoforme possédant un homéodomaine (Hth « full length » ou HthFL) et un 

isoforme sans domaine de liaison à l’ADN (Hth « Homothorax-Meis domain » ou HthHM). Les 

différents complexes possibles avec la protéine Dfd et les cofacteurs TALE (Ubx/Exd/HthFL ; 

Ubx/Exd/HthHM ; Exd/HthFL et le dimère HthFL/HthFL) présentent des propriétés de liaison à 

l’ADN très différentes (Figure 26). Ces propriétés sont basées sur des différences de la capacité 

à reconnaître des structures étroites au niveau des sillons mineurs de l’ADN. Cette 

reconnaissance de structures étroites fait entrer en jeu des régions des homéodomaines 

jusqu’alors peu décrites pour influencer la liaison à l’ADN des protéines Hox, interagissant avec 

les nucléotides jusqu’alors considérés comme impliqués dans le simple espacement des sites 

de liaison canoniques pour les protéines Hox et PBC. Cette variabilité de préférence de liaison 

à l’ADN des différents complexes permet à chacun de ces complexes de réguler des gènes 

impliqués dans des processus biologiques différents (Kribelbauer et al. 2020). 

 

 

Figure 26 : Les différents complexes 

Hox/TALE présentent des propriétés 

de liaison à l’ADN très différentes. 

Des données de SELEX-seq 

permettent de présenter les 

séquences préférentiellement liées 

par différents complexes Hox/TALE 

(HthHM/Exd/Dfd ; HthFL/Exd/Dfd ; 

HthFL/Exd). L’analyse par SELEX-seq 

permet également de révéler des 

différences d’affinité vis-à-vis de 

séquences nucléotidiques présentant 

un sillon mineur étroit. Adapté à 

partir de Kribelbauer et al. 2020. 
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Les travaux cités précédemment montrent ainsi que les complexes Hox/TALE peuvent 

s’associer selon des mécanismes moléculaires très différents, influencés par le type 

d’isoforme de MEIS, et permettant de reconnaître des sites atypiques et très différents les uns 

des autres. In fine, cette complexité moléculaire basée sur une même catégorie de cofacteurs 

peut servir de socle pour la spécificité et la diversité des activités transcriptionnelles des 

complexes Hox/TALE in vivo (Merabet et Hudry 2013) (Merabet et Mann 2016). 

De plus, des expériences en cellule de drosophile montrent qu’en absence de cofacteurs TALE, 

les protéines Hox Ubx et AbdA se lient à l’ADN principalement au niveau de zones accessibles 

de la chromatine. La présence des cofacteurs Exd et Hth leur permet en revanche de se lier au 

niveau de zones moins accessibles. Les cofacteurs TALE jouent alors le rôle de FT pionniers, 

entrant en compétition avec les nucléosomes pour permettre aux protéines Hox d’accéder à 

l’ADN. Il est intéressant de noter en revanche que la protéine Hox AbdB est quant à elle 

capable de lier des régions de la chromatine peu accessibles en absence de cofacteurs TALE, 

ce qui souligne encore l’importance des propriétés intrinsèques des protéines Hox quant aux 

séquences nucléotidiques auxquelles elles ont accès et peuvent se lier (Beh et al. 2016). 

2.3.2 Interaction des protéines Hox avec différents types de facteurs de transcription 

Les protéines TALE ne sont pas les seules protéines décrites pour interagir avec les protéines 

Hox. D’autres protéines à HD sont décrites comme cofacteurs des protéines Hox, par exemple 

les protéines Sloppy paired (Slp) et Engrailed (En) mentionnées précédemment, impliquées 

dans la répression de Distal-less (Dll) en interagissant respectivement avec Ubx et AbdA 

(Gebelein et al. 2004 ; Gebelein et Mann 2007).  

D’autres types de FTs ont été décrits comme cofacteurs des protéines Hox. Les protéines à 

doigt de zinc C2H2 codées par les gènes disconnected (disco) et disco-related (disco-r) agissent 

de manière redondantes comme des cofacteurs pour les protéines Hox Dfd et Scr lors du 

développement des segments gnathaux (labiaux, mandibulaires et maxillaires) des larves de 

drosophiles (Mahaffey, Griswold, et Cao 2001). Un autre FT à doigt de zinc, Teashirt (Tsh), a 

également été décrit pour jouer un rôle de cofacteur des protéines Hox lors de la spécification 

de l’identité de segments du tronc (Fasano et al. 1991 ; Robertson et al. 2004), interagissant 

par exemple avec Scr pour réprimer le gène modulo dans le segment prothoracique (Taghli-

Lamallem 2007). 

Deformed epidermal autoregulatory factor 1 (Deaf1) est un FT à domaine SAND et MYND 

(Veraksa, Kennison, et McGinnis 2002) pouvant se lier à des éléments cis-régulateurs 

répondant à la protéine Hox Dfd, et coopérant avec celle-ci pour permettre leur activation 

(Gross et McGinnis 1996).  Deaf1 à la capacité d’interagir avec les protéines Ubx et AbdA dans 

l’embryon de drosophile (Bischof et al. 2018). Ces observations montrent que les protéines 

Hox peuvent interagir avec différents types de FT pour accomplir leurs fonctions régulatrices. 

Enfin, d’autres FTs peuvent moduler la capacité de liaison à l’ADN des protéines Hox sans 

même avoir à interagir directement avec celles-ci. Il s’agit des FT pionniers comme Gcm chez 
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la drosophile, rendant accessibles différentes régions de la chromatine de manière spécifique 

indépendamment des protéines Hox, à l’inverse des cofacteurs TALE qui coopèrent avec les 

Hox pour ouvrir la chromatine. En présence de Gcm, les protéines Dfd et Ubx peuvent se lier 

à des sites auparavant inaccessibles sur le génome  (Porcelli et al. 2019). 

 

2.3.3 Interactions avec des éléments de la machinerie transcriptionnelle 

Les protéines Hox orchestrent des programmes développementaux spécifiques en régulant la 

transcription de gènes cibles dépendante de l’ARN polymérase II (ARNpol-II). Cette régulation 

peut passer par le recrutement direct de la machinerie transcriptionnelle. Par exemple, un 

crible par double-hybride en levure a montré une interaction entre Antp et la protéine Bric-a-

brac interacting protein 2 (Bip2), une protéine homologue aux facteurs associés à TBP chez la 

drosophile (Gangloff et al. 2001). Cette interaction passe par le motif HX et est nécessaire pour 

le développement de structures dorsales de l’aile induites par Antp (Prince et al. 2008). Un 

des composants du complexe Mediator, Med-19, a été également décrit pour interagir avec 

l’homéodomaine de plusieurs protéines Hox chez la drosophile. Cette interaction a lieu entre 

le motif HX et un motif HIM de Med-19 très conservé chez un large spectre d’eucaryotes. Cette 

interaction est nécessaire pour l’activation d’un gène cible de Ubx, CG13222, dans le disque 

imaginal d’haltère (Boube et al. 2014) (Figure 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Med-19 comme interface entre les protéines Hox et le complexe Mediator. Le complexe Mediator est 

composé de quatre modules : la tête (Head), la queue (Tail), le milieu (middle), et la cyclin-dependant kinase 8 (CDK-

8). Il interagit avec l’ARNpol-II via le module de la tête. Les protéines Hox se lient à l’ADN au niveau de séquences cis-

régulatrices à l’aide de cofacteurs, ici les cofacteurs généraux Homothorax (Hth) et Extradenticle (Exd) ainsi que des FT 

spécifiques (TF2 et 2). L’homéodomaine des protéines Hox lié à l’ADN peut directement interagir avec Med19 (via son 

motif HIM), faisant le lien avec le complexe Mediator. Cela permet le recrutement de la machinerie transcriptionnelle 

de l’ARNpol-II au niveau de la séquence régulatrice cible des protéines Hox. (Boube et al. 2014). 
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Chez la drosophile, le facteur de pause transcriptionnelle M1BP permet le recrutement des 

protéines Ubx et AbdA aux régions promotrices de gènes cibles, ce qui induit un détachement 

des protéines du groupe Polycomb, permettant au promoteur de sortir ce son état de pause 

transcriptionnelle (Zouaz et al. 2017). 

La transcription via l’ARNpol-II et la maturation des ARN messagers (polyadénylation, épissage 

alternatif…) peuvent avoir lieu simultanément (Saldi et al. 2016). Cette étape de maturation 

dépend du recrutement spécifique de protéines régulatrices des ARN (Brown, Stoilov, et Xing 

2012). Plusieurs cribles de partenaires des protéines Hox, chez la drosophile comme chez les 

vertébrés, ont déjà rapporté des interactions potentielles avec des protéines impliquées dans 

la maturation des ARN (Bondos, Tan, et Matthews 2006 ; Shestakova et al. 2017). C’est 

notamment le cas de la protéine Disconnected Interacting Protein 1 (DIP1), qui nécessite la 

présence de son domaine de liaison à l’ARN pour interagir avec Ubx. De plus, DIP1 est décrit 

pour interagir avec les phénotypes mutants de Ubx dans l’haltère (Bondos et al. 2004). Un 

autre exemple est la protéine Split Ends (Spen), impliquée dans la maturation des ARN et 

décrite pour provoquer des phénotypes homéotiques. Elle coopère avec Antp pour réprimer 

la formation de structures de la tête au niveau thoracique (Wiellette et al. 1999). Spen a 

également été décrite récemment pour interagir avec Ubx dans le mésoderme embryonnaire 

(Carnesecchi et al. 2020). 

Cela suggère que la fonction des protéines Hox n’est pas restreinte à la régulation 

transcriptionnelle directe mais qu’elles peuvent moduler l’expression de leurs gènes cibles à 

différents niveaux, notamment lors de la maturation des ARNm (revu par Carnesecchi, Pinto, 

et Lohmann 2018). La spécificité fonctionnelle des protéines Hox peut dont aussi émerger de 

la régulation d’événements en aval de la transcription. 

2.3.4 Interactions entre des protéines liant/modifiant la chromatine 

Les protéines Hox définissent l’identité des cellules au cours du développement 

embryonnaire, mais sont aussi décrites pour être impliquées dans la maintenance de cette 

identité cellulaire même au stade adulte (Leucht et al. 2008 ; Philippidou et Dasen 2013 ; 

Friedrich et al. 2016 ; Bradaschia-Correa et al. 2019). Les programmes orchestrés par les 

protéines Hox sont ainsi très stables au cours du développement. Dans ce contexte, certains 

partenaires connus des protéines Hox sont impliqués dans la régulation de l’état de la 

chromatine. Ce type de modificateurs de la chromatine peuvent aider les protéines Hox à 

trouver les séquences régulatrices de leurs gènes cibles afin de réguler leur expression, mais 

peuvent aussi servir à maintenir cette régulation au niveau chromatinien. Par exemple, chez 

la drosophile, Ubx parvient à réprimer de manière robuste les programmes génétiques 

spécifiant des identités cellulaires de lignages alternatifs en interagissant avec la protéine 

Pleiohomeotic (Pho), un facteur épigénétique des PcG. Ubx réprime l’expression des gènes 

impliqués dans la spécification des lignages alternatifs en recrutant Pho, ce qui stabilise les 

modifications épigénétiques répressives de ces gènes d’une manière lignage-dépendante 

(Domsch et al. 2019). 
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De nombreux travaux décrivent également le rôle de la protéine GAGA factor (GAF), codée 

par le gène Trithorax-like (Trl), associée aux protéines Hox. GAF appartient aux TrxG (Farkas 

et al. 1994) pouvant participer au remodelage de la chromatine en facilitant la formation et la 

maintenance de régions pauvres en nucléosomes (Tsukiyama, Becker, et Wu 1994 ; Hagstrom 

et al. 1997). GAF peut aussi favoriser la pause transcriptionnelle en coopérant avec NEFL 

(Negative Elongation Factor), induisant la pause de l’ARNpol-II à de multiples loci chez la 

drosophile (J. Li et al. 2013). GAF présente donc une activité à la frontière entre les PcG et les 

TrxG, agissant soit comme un répresseur, soit comme un activateur transcriptionnel (Mishra 

et al. 2003 ; Bejarano et Busturia 2004 ; Lehmann 2004). Une approche par ChIP-seq dans les 

disques imaginaux d’haltères montre que GAF se lie fréquemment à l’ADN au niveau des 

mêmes gènes cibles que Ubx, ce qui suggère une collaboration entre ces deux protéines 

(Agrawal et al. 2011). D’autres études montrent également un rôle de certains homologues 

de GAF chez les vertébrés dans la mise en place de frontières épigénétiques, présentant 

notamment une fonction d’insulateur au niveau du complexe Hox-D chez la souris (Matharu 

et al. 2010).  

Une autre protéine liée aux éléments insulateurs et interagissant avec les protéines Hox est la 

protéine à doigts de zinc CCCTC-binding factor (CTCF) (Filippova et al. 1996). Cette protéine 

très conservée est essentielle pour l’architecture globale du génome, en étant le médiateur 

de contacts intra- et inter-chromosomiques, et en créant des boucles chromosomiques au sein 

desquelles les contacts entre gènes et éléments cis-régulateurs sont favorisés (Phillips et 

Corces 2009 ; Kim, Yu, et Kaang 2015). Lors du développement des membres chez le poulet, 

le profil de liaison à l’ADN des protéines Hox postérieures (HoxA/D9, HoxA/D10, HoxD12 et 

HoxD13) révélé par ChIP-seq montre une forte affinité pour les sites également liés par CTCF, 

suggérant une coopération entre les protéines Hox et CTCF. Cette interaction a pu être 

confirmée par une technique de Proximity Ligation Assay (PLA), montrant effectivement une 

interaction entre CTCF et les protéines Hox. Cela montre que les protéines Hox peuvent agir 

avec CTCF et réguler l’architecture de la chromatine localement au niveau de gènes cibles 

spécifiques (Jerković et al. 2017). 

High Mobility Group protein 1 (HMG1) est une protéine non-histone associée à la chromatine, 

conservée chez les eucaryotes chez qui elle joue un rôle de régulation de l’expression 

génétique (revu par Baxevanis et Landsman 1995). Dans des cellules de souris, HMG1 interagit 

avec les protéines Hox en établissant un contact entre son domaine HMG et l’homéodomaine 

(HD). Cette interaction semble dépendante de la capacité de liaison à l’ADN des protéines Hox, 

puisqu’une mutation de l’HD de HoxD9 abolissant cette capacité rend également impossible 

l’interaction entre HoxD9 et HMG1. La fonction de HMG1 aussi requiert d’autres domaines 

que l’HD de HoxA9, puisqu’en présence de l’HD seul, HMG1 n’est pas capable d’activer la 

transcription. L’interaction entre HMG1 et les protéines Hox permet à HoxD9 de reconnaître 

un gène cible spécifique (HCR), qui n’est par exemple pas reconnu par HoxD8. En revanche, 

une protéine chimérique HoxD8 dont l’HD est remplacé par celui de HoxD9 va pouvoir 

interagir avec HMG1 et se lier à l’élément HCR. Les protéines comme HMG1 pourraient donc 
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être des cofacteurs facilitant la liaison des protéines Hox à leurs séquences nucléotidiques 

cibles de manière spécifique (Zappavigna et al. 1996). 

 

2.3.5 Interactions entre les protéines Hox et des cofacteurs non-FT 

Les protéines Hox sont principalement connues pour leur rôle dans la régulation 

transcriptionnelle de gènes, mais elles peuvent aussi contrôler d’autres processus tels que la 

traduction des ARN messagers ou la transduction de signaux. Pour cela, les protéines Hox 

doivent interagir avec des cofacteurs non-nucléaires. 

HoxA9 peut réguler la traduction des ARN messagers au niveau de leur export du noyau et de 

leur traduction en interagissant avec la protéine eIF4E (eucaryotic translation Initiation Factor 

4) via son HD, entrant en compétition avec des inhibiteurs de eIF4E. Une anomalie dans la 

fonction de HoxA9 peut alors favoriser l’apparition de leucémies d’une manière indépendante 

de la transcription. (Topisirovic et al. 2005). L’interaction entre HoxA13 et eIF4E dans des 

cellules d’hépatocarcinome caractérisées par la surexpression  de HoxA13, pouvant provoquer 

une dérégulation post-transcriptionnelle d’ARNm impliqués dans la prolifération cellulaire, a 

également été observée (Cillo et al. 2011). 

D’autre part, plusieurs études montrent des interactions entre des protéines Hox et des 

cofacteurs modulant leur fonction par le biais de modifications post-traductionnelles, comme 

la sérine/thréonine kinase CKII, capable de phosphoryler Antp et Scr chez la drosophile (Jaffe 

et al. 1997 ; Ronshaugen et al. 2002), ou encore PARP1 catalysant l’ADP-ribosylation de HOXB7 

dans les cellules humaines (Wu et al. 2012). Cependant, comme décrit précédemment, la 

modification post-traductionnelle est un mécanisme de régulation de l’activité des protéines 

Hox encore sous-étudié (Draime et al. 2018). 

Des cribles d’interactions protéine-protéine à large échelle réalisés avec les protéines Ubx et 

HoxA1 ont identifié des interactions avec plusieurs molécules de signalisation cellulaire 

(Bondos et al. 2006) (Lambert et al. 2012). Des interacteurs candidats très variés ressortent 

de ces études. Elles montrent des interactions entre Ubx et des molécules de signalisation 

cellulaire comme Smox (voie de l’activine/TGF-β), Armadillo (voie de signalisation Wingless) 

ou encore la Cycline K. De même, pour HoxA1 des interactions avec des protéines telles que 

MDF1 (voies Wnt, JNK), RBCK1 (voie NF-κB), Leupaxine (adhésion focale), ou encore TRIP6 (NF-

κB) ont pu être révélées. Ces protéines sont connues pour passer du cytoplasme au noyau, et 

agissent directement sur la régulation génétique. Certains partenaires identifiés sont des 

kinases pouvant modifier Ubx et HoxA1 et donc modifier leurs fonctions. D’autres protéines 

peuvent s’associer à des récepteurs de voies de signalisations comme TGF-β (RBPMS, qui 

pourrait interagir avec HoxA1) ou encore Wnt (Dishevelled, qui pourrait interagir avec Ubx) 

pouvant moduler les réponses à des signaux cellulaires.  
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Les protéines Hox ont principalement été étudiées pour leur rôle direct sur la régulation 

génétique, et le peu d’interactions avec des candidats liés à des fonctions plus éloignées de ce 

rôle canonique des protéines Hox ont rarement été étudiées au niveau fonctionnel. De plus il 

est souvent difficile de savoir si les protéines impliquées dans la transduction de signal 

recrutent les protéines Hox pour agir au niveau transcriptionnel, ou si les protéines Hox 

modulent ces voies de signalisation en amont, indépendamment de leur activité 

transcriptionnelle (Rezsohazy 2014).  

Cependant une étude a par exemple montré que HoxA1f peut moduler spécifiquement la 

signalisation de la voie NF-κB de manière indépendante de la transcription en interagissant 

avec les protéines RBCK-1 et TRAF2. Dans des cellules épithéliales humaines, un gène 

rapporteur placé sous la régulation d’éléments de réponse à NF-κB est activé par HOXA1 mais 

pas par d’autres protéines Hox comme HoxA2, HoxA9, HoxB9 ou HoxD9). Des versions mutées 

de HOXA1, ayant subi des substitutions ponctuelles abolissant respectivement la fonction du 

motif Hexapeptide ou la liaison à l’ADN de l’homéodomaine, sont incapables d’activer 

l’expression d’un gène rapporteur sous le contrôle d’éléments répondant aux protéines Hox, 

mais sont toujours capables d’activer le rapporteur en aval d’éléments de réponse à NF-κB. 

Cela suggère que cette activation est spécifique de HoxA1 mais indépendante son activité 

transcriptionnelle. Dans ce contexte, l’interaction entre HoxA1 et RBCK-1 inhibe la stimulation 

du rapporteur NF-κB par HoxA1, tandis que la présence de TRAF2 permet son activation. 

RBCK1 et TRAF2 ont ainsi des effets épistatiques opposés sur HoxA1, permettant la 

modulation de la voie de signalisation NF-κB de manière indépendante de l’activité 

transcriptionnelle de HoxA1 (Taminiau et al. 2016) (Figure 28). Ces résultats montrent que les 

protéines Hox peuvent moduler des voies de signalisation via des interactions spécifiques et 

indépendantes de leur activité transcriptionnelle. 

 

 

 

  



64 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Modèle de la modulation de la voie NF-κB par HOXA1. La liaison de TNFα à un récepteur au TNF (TNFR) 

initie le recrutement de TRADD, qui recrute à son tour cIAP1/2, RIPK1, TRAF2 et TRAF5, ce qui forme le « TRADD-

dependant complex ». Cela permet l’amarrage de TAK1 via TAB2/3, permettant la formation du complexe IKK.  Le 

complexe IKK phosphoryle IκB, ce qui adresse IκB à la dégradation par le protéasome. La dégradation de IκB libère NF-

κB, ce qui permet sa translocation nucléaire où il peut réguler l’activité de gènes cibles. HOXA1 peut promouvoir 

l’activité de TRAF2, ce qui stabilise le complexe TRADD et augmente donc l’activité de la voie NF-κB. D’un autre côté, 

RBCK1 peut inhiber l’activité de HOXA1 et de TAB2/3, ce qui réprime l’activation de NF-κB (Taminiau et al. 2016). 

Les protéines Hox peuvent donc interagir avec des partenaires généraux selon diverses 

configurations, avec des cofacteurs spécifiques, et cela dans le noyau au niveau 

transcriptionnel ou post-transcriptionnel, comme dans le cytoplasme (Sánchez-Higueras et al. 

2019). De plus, l’analyse de l’interactome de la protéine Hox Ubx au sein de différents lignages 

cellulaires de l’embryon de drosophile montre que les interactomes de Ubx sont très 

différents selon le contexte cellulaire. Si Ubx interagit effectivement avec des protéines 

produites de manière restreinte à ces différents tissus, il est également capable d’interagir de 

manière tissu-spécifique avec des partenaires pourtant présents de manière ubiquitaires. Ces 

protéines ubiquitaires potentiellement utilisées comme cofacteurs spécifiques peuvent être 

impliquées dans des processus aussi divers que la régulation transcriptionnelle, la maturation 

des ARNs ou la régulation épigénétique (Carnesecchi et al. 2020). Tout cela illustre bien la 

complexité des mécanismes moléculaires qui sous-tendent la spécificité d’action des 

protéines Hox in vivo.  
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3. Approches expérimentales pour l’analyse des interactions protéine-protéine (IPP) à 

large échelle ou individuelles 

Afin de comprendre la fonction des protéines, il est essentiel de connaître leurs partenaires et 

plus largement leurs réseaux d’interactions moléculaires. De nombreuses techniques 

permettent de mettre en évidence et d’étudier les interactions protéine-protéine (IPP) dans 

différents contextes (Figure 29). Certaines techniques sont largement utilisées alors que 

d’autres ont été développées plus récemment et ouvrent des perspectives nouvelles. Chacune 

de ces techniques a naturellement ses spécificités et ses biais : certaines sont davantage 

optimisées pour des cribles à large échelle in vitro, alors que d’autres sont dédiées à la 

validation individuelle in vivo, ce qui souligne leur complémentarité. Ce chapitre présente un 

état de l’art concernant les différentes approches les plus utilisées pour l’analyse des IPP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 29 : Schéma récapitulatif du principe des principales méthodes de mise en évidence d’interactions protéine-

protéine (adapté à partir de Béganton et al. 2019). Le réseau d’interactions protéiques schématisé au centre peut être 

étudié à l’aide de méthodes à large échelle (encadré jaune) ou plus adaptées à l’étude d’IPP individuelles (encadré 

vert). Le répertoire de méthodes présentées n’est pas exhaustif. Les méthodes de Y2H, PLA, FRET et BiFC sont 

généralement utilisées pour valider une interaction hypothétique entre une protéine appât et une protéine proie 

connue. A l’inverse, les méthodes de BioID/split-BioID/APEX sont généralement utilisées pour rechercher sans a priori 

l’interactome de protéines appâts. Y2H : Yeast-two-Hybrid. Co-IP : Co-immunoprécipitation, aussi appelée AP-MS 

(Affinity Purification – Mass Spectrometry). PLA : Proximity Ligation Assay. FRET : Fluorescence Resonnance Energy 

Transfert. BiFC : Bimolecular Fluorescent Complementation. BioID : Proximity-dependant Biotinylation Identification. 

APEX : Ascorbate Peroxydase 
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3.1 Approches expérimentales pour l’analyse des interactions protéine-protéine (IPP) à 

large échelle 

3.1.1 Les techniques de double hybride 

La technique de double hybride la plus largement employée pour rechercher des IPP lors de 

cribles à large échelle est le double hybride en levure (Y2H) (Fields et Song 1989 ; Walhout, 

Boulton, et Vidal 2000). Cette approche est basée sur la complémentarité de deux domaines 

isolés - le domaine de liaison à l’ADN (DBD) et le domaine activateur de la transcription (AD) - 

du facteur de transcription Gal4, pour activer un gène rapporteur. Il est alors possible de 

fusionner une protéine appât au DBD, et une protéine proie à l’AD. Si les protéines appât et 

proie interagissent, alors l’AD se retrouvera suffisamment proche du DBD pour activer le gène 

rapporteur, produisant un signal quantifiable. Ce gène rapporteur peut coder pour la β-

galactosidase, permettant l’apparition d’une coloration bleue en présence du substrat 

chromogène X-Gal (crible blanc-bleu), ou encore pour une enzyme nécessaire à la biosynthèse 

d’un métabolite, telle que l’imidazoleglycerolphosphate déshydratase nécessaire à la 

synthèse de l’histidine, codée par le gène His3, ce qui permet la croissance des levures dans 

lesquelles la protéine proie et la protéine appât interagissent cultivées sur un milieu dépourvu 

d’histidine (Vojtek, Hollenberg, et Cooper 1993). Cette technique permet d’effectuer des 

cribles à haut débit de manière rapide et peu couteuse à partir de banques de d’ADNc. 

(Rajagopala et Uetz 2011). La technique de Y2H permet également de réaliser des cribles 

d’inhibiteurs d’IPP pathologiques. En effet, les IPP étant critiques pour la vaste majorité des 

processus biologiques, elles sont également essentielles pour certains processus 

pathologiques (Boyce et al. 2005). Ces interactions peuvent donc constituer des cibles 

thérapeutiques de choix (Rudin et al. 2012). Lors de l’étude par Y2H d’une IPP connue pour 

être impliquée dans un processus pathologique, il est possible d’ajouter des molécules 

inhibitrices candidates afin de tester leur potentiel à perturber cette interaction. Si l’on 

observe alors une perte d’expression du gène, cela signifie que la molécule candidate inhibe 

l’interaction entre les protéines de fusion. Le Y2H a été déployé pour identifier des inhibiteurs 

d’IPP impliquées dans des cancers, comme entre les protéines Myc et Max (Yin 2003), ou les 

facteurs Ras et Raf-1(Ki et al. 1998) (Kato-Stankiewicz 2002),. 

Cependant, à moins d’étudier des protéines de levure, le Y2H teste la capacité d’interaction 

de couples de protéines hors de leur contexte natif. Cela est un biais majeur car 

l’environnement cellulaire de la levure reste différent de celui de cellules animales ou 

végétales. En particulier, les protéines subissent des modifications post-traductionnelles ou 

sont exprimées à des niveaux qui sont souvent contexte-spécifiques. Ce biais est d’autant plus 

important que ces paramètres contexte-spécifiques ont une incidence sur le potentiel 

d’interaction entre deux protéines. On estime par exemple que le taux de faux positifs parmi 

les IPP mises en évidence par Y2H serait entre 25% pour des protéines de levure, et jusqu’à 

45% pour les IPP entre protéines de vers ou de mouches (Huang, Jedynak, et Bader 2007).  
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Le Mammalian Two-Hybrid (M2H) est une variante permettant de pallier ce type de biais en 

adaptant le Y2H à des cellules animales, ce qui permet de tester les IPP dans un contexte 

biologique plus proche de leur contexte natif. (Luo et al. 1997). Originellement développé pour 

permettre un filtre rapide de certains faux positifs/négatifs issus de cribles Y2H (valeurs faux 

positifs M2H pour comparer), le M2H est aussi utilisé pour cribler des molécules pouvant 

perturber spécifiquement l’interaction entre partenaires impliqués dans certains cancers,  

révélant de potentielles options thérapeutiques (Li et al. 2011). Le M2H et ses nombreuses 

adaptations ont été largement utilisés afin d’identifier des IPP dans des contextes très variés 

tels que la communication virus/cellule hôte (Hu et al. 2015 ; Kumar et al. 2019) ou encore la 

résistance de certains cancers aux traitements (Liu, Lim, et Hu 2012 ; Patrício et Fardilha 2020). 

Une technique de double hybride utilisable en culture cellulaire a également été spécialement 

développée pour tester les IPP de protéines membranaires, le Mammalian Membrane Two-

hybrid (MaMTH) : lorsque les deux protéines de fusion interagissent au niveau de la 

membrane plasmique, l’étiquette de l’une d’elle est clivée, libérant un facteur de transcription 

capable d’activer l’expression d’un gène rapporteur (Saraon et al. 2017). 

L’adaptation la plus récente de cette technique est le Mammalian Two Hybrid inductible 

(iM2H). Cette méthode utilise des étiquettes différentes à fusionner aux protéines d’intérêts. 

La protéine appât est fusionnée à un domaine de liaison à l’ADN alternatif, Zinc Finger 

Homeodomain (ZFHD) bien plus efficace que celui de Gal4 utilisé classiquement. La protéine 

proie est quant à elle fusionnée à de multiples copies du domaine activateur de FKBP12 (FK). 

FKBP12 forme un complexe activateur transcriptionnel lorsqu’il interagit avec la protéine 

FKBP-Rapamycin Associated Protein (FR), qui est également présente sous forme de multiplex 

dans la cellule. La complémentation de FK et FR nécessite la présence d’un analogue de la 

rapamycine (ou rapalogue), ce qui rend la fonction du domaine activateur FK inductible par 

l’ajout d’un rapaloque. La grande efficacité du domaine de liaison à l’ADN ZFHD associé à 

l’inductibilité de la fonction du domaine activateur permet d’obtenir un niveau de sensibilité 

100 fois supérieur à celui des approches de M2H classiques (Riegel et al. 2017).  

Les interactions mises en évidence lors de cribles à large échelle, que ce soit par YH2 hors de 

leur contexte natif ou par M2H  dans un environnement plus physiologique, doivent donc être 

confirmées par d’autres méthodes au sein de contextes biologiques natifs et à l’aide de 

techniques complémentaires (Bondos et al. 2006). 

 

3.1.2 Protéomique par co-Immunoprécipitation (Co-IP) classique 

La purification par affinité et analyse par spectrométrie de masse (AP-MS) est une technique 

très courante basée sur la purification d’une protéine d’intérêt à l’aide d’un anticorps, à partir 

d’un lysat cellulaire obtenu dans des conditions non-dénaturantes. Cela permet de préserver 

les interactions entre la protéine d’intérêt et ses partenaires, afin de les co-purifier. Les 

partenaires co-immunoprécipités sont ensuite identifiés par spectrométrie de masse (Urh, 
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Simpson, et Zhao 2009). Cette technique peut être utilisée sans a priori pour connaître les 

partenaires d’une protéine appât d’intérêt, permettant ainsi de réaliser des cribles à large 

échelle dans différents contextes cellulaires, par surexpression ou immunoprécipitation de la 

protéine appât (Ewing et al. 2007 ; Huttlin et al. 2017). L’anticorps utilisé pour la co-IP peut 

être dirigé contre un épitope endogène de la protéine d’intérêt, ou contre un épitope fusionné 

à la protéine d’intérêt, ce qui permet d’utiliser des anticorps commerciaux déjà validés pour 

ce type d’approche. Cependant, la faible stringence des étapes de lavage des complexes 

protéiques rend parfois difficile l’étude de protéines faiblement solubles, telles que les 

protéines membranaires. De plus, il est possible que des protéines soient précipitées avec la 

protéine appât de manière aspécifique, entrainant l’apparition de faux positifs. Mais le 

principal écueil se trouve être la perte des IPP de faible affinité ou transitoires lors des étapes 

de lyse et de lavage. 

Ce dernier écueil est à l’origine de la recherche de nouveaux outils permettant de purifier les 

complexes protéiques de manière beaucoup plus spécifique et sensible (Figure 30). 

 

Figure 30 : Classification des principales 

techniques d’étude des IPPs selon le 

nombre d’IPPs mises en évidence par 

expérience (résolution/sensibilité) en 

ordonnée, et selon la spécificité de 

celles-ci en abscisse. Sont mentionnées 

des techniques a débit généralement 

haut/moyen (Y2H, AP-MS, BioID, APEX) 

ou à bas débit (PLA, FRET, BiFC). La BiFC 

et les approches d’étiquetage de 

proximité sont des techniques récentes 

parmi les plus spécifiques et sensibles par 

leur capacité à mettre en évidence des 

IPPs transitoires, mais elles diffèrent 

drastiquement par leur débit, la BiFC 

testant l’interaction entre deux protéines 

d’intérêt, tandis que l’étiquetage de 

proximité identifie les interacteurs d’une 

protéine d’intérêt sans a priori. Adapté à 

partir de Béganton et al. 2019. 

 

3.1.3 Marquage dépendant de la proximité 

Les techniques de marquage dépendant de la proximité reposent sur la fusion de la protéine 

d’intérêt avec une enzyme pouvant générer une substance réactive qui va diffuser autour de 

la protéine appât, et marquer durablement les protéines environnantes. Il est alors possible 

de purifier ces protéines marquées, mêmes après qu’elles aient cessé d’interagir avec la 
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protéine appât. Il existe actuellement deux techniques majeures de marquage proximité-

dépendant, utilisant soit l’ascorbate peroxydase (APEX) soit des biotine-ligases (BioID). 

3.1.3.1 L’Ascorbate Peroxydase (APEX) 

L’APEX est une technique de marquage proximité-dépendant utilisant une enzyme, 

l’ascorbate peroxydase monomérique (28KDa). Initialement utilisée en microscopie 

électronique (Martell et al. 2012), cette technique permet de marquer durablement les 

protéines à proximité, lesquelles peuvent ensuite être purifiées et identifiées par 

spectrométrie de masse (Rhee et al. 2013). En effet, en présence de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) l’APEX oxyde le biotine-phénol en biotine-phénoxyl, un radical a la durée de vie courte 

(>2,5 ms) pouvant se lier de manière covalente aux acides aminés riches en électrons comme 

la tyrosine, le tryptophane, l’histidine ou encore la cystéine, dans un rayon d’environ 20nm. 

Des colonnes adaptées contenant des billes couplées à la streptavidine permettent de retenir 

spécifiquement et de manière plus sensible les protéines portant cette marque biotine-

phenoxyl. 

La faible perméabilité des cellules au biotine-phénol rend cette méthode peu adaptée aux 

expériences in vivo. Mais la réaction catalysée par l’APEX ne nécessite généralement pas plus 

de quelques minutes, ce qui permet d’analyser  des IPP potentiellement transitoires dans une 

fenêtre de temps restreinte, comme par exemple au sein de réseaux d’interactions de 

protéines spécialisées dans la signalisation cellulaire, ou encore de phénomènes très 

dynamiques comme l’apparition de granules de stress dans les neurones (Markmiller et al. 

2018). Cette approche peut également être employée pour étudier le protéome de 

compartiments sub-cellulaires in vivo de façon stade et tissu-spécifique avec succès, tel que le 

protéome de la matrice mitochondriale des muscles chez la drosophile (Chen et al. 2015). Les 

avancées dans le domaine de la spectrométrie de masse permettent d’obtenir des données 

de bonne qualité, notamment en utilisant des techniques quantitatives telles que le SILAC ou 

l’iTRAQ afin de mieux différencier les interacteurs potentiels de la protéine d’intérêt du bruit 

de fond (Hung et al. 2014). Ces techniques de spectrométrie de masse quantitatives 

nécessitent cependant une quantité importante de matériel biologique, ce qui est 

généralement aisé à obtenir à partir de cultures cellulaires, mais peut s’avérer délicat pour du 

matériel in vivo. 

Une limitation majeure de l’APEX est sa sensibilité qui reste malgré tout limitée, et qui ne peut 

pas toujours être compensée par une augmentation de l’expression de la protéine-fusion, car 

causant parfois une agrégation des organites (Lam et al. 2015). Une réponse à ce problème 

fût de diriger l’évolution de l’APEX à l’aide de levures, permettant d’isoler un mutant (A134P), 

nommé APEX2, bien plus stable, sensible et spécifique que l’APEX originale (Lam et al. 2015). 

Une autre limitation reste l’utilisation de peroxyde d’hydrogène lors de l’induction de la 

réaction enzymatique, qui peut induire un stress oxydant et modifier la physiologie des 

cellules traitées. De plus, si cette technique est indiquée pour l’étude de phénomènes rapides, 

elle l’est moins pour ce qui est de l’étude de phénomènes plus lents ou oscillants. En revanche, 
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d’autres techniques d’étiquetage dépendant de la proximité sont plus adaptées pour ces 

derniers cas de figure.  

3.1.3.2 L’identification à la biotine (BioID) 

L’identification à la biotine (BioID) est autre type de méthode d’étiquetage proximité-

dépendant, à l’origine basé sur l’utilisation d’un cofacteur de l’acétyle-CoA carboxylase de 

Escherichia coli, l’enzyme BirA (35KDa). En présence d’ATP, cette enzyme convertit les 

molécules de biotine en Biotinoyl-5’-AMP, une molécule très réactive. L’enzyme BirA sauvage 

va ensuite maintenir piégée cette molécule dans son site actif jusqu’à ce qu’elle puisse la 

mettre en contact de manière spécifique avec une lysine d’un motif BAP (Biotin Acceptor 

Peptide) spécifiquement reconnu au niveau de sa protéine cible (Beckett, Kovaleva, et Schatz 

1999 ; Fernández-Suárez, Chen, et Ting 2008). L’approche BioID utilise une variante de BirA 

(BirA*) ayant subi une mutation (R118G) qui réduit fortement son affinité pour le biotinoyl-

5’-AMP. Cela a pour conséquence sa libération prématurée du site actif (Roux et al. 2012). Le 

biotinoyl-5’-AMP ainsi généré va alors pouvoir réagir avec n’importe quel acide aminé basique 

des protéines alentour dans un rayon d’environ 10nm (Kim et al. 2014) de manière 

aspécifique. Fusionner cette enzyme à une protéine d’intérêt permet de biotinyler les 

protéines environnantes, et donc de les purifier puis de les identifier par spectrométrie de 

masse. 

La BioID permet un marquage des protéines qui diffère principalement de l’APEX par la 

cinétique de la réaction enzymatique beaucoup plus lente, notamment lorsqu’elle est 

employée dans des systèmes plus froids que sa température optimale (37°C) comme la levure, 

drosophile ou nématode. C’est donc une technique compatible pour étudier des phénomènes 

biologiques relativement lents tels que des processus développementaux (Carnesecchi et al. 

2020), ou encore fluctuants au cours du temps et pouvant donc n’être que partiellement 

accessibles en utilisant des méthodes se focalisant sur des fenêtres temporelles restreintes. 

Des phénomènes mettant en jeu des réseaux de protéines qui évoluent relativement 

lentement au cours du temps, tels que le réseau d’interaction protéique nécessaire à la voie 

de signalisation Hippo (Couzens et al. 2013), ou encore la structure dynamique de l’interface 

cil/centrosome (Gupta et al. 2015) peuvent se révéler difficiles à saisir dans leur ensemble en 

utilisant des techniques piégeant des IPP en seulement quelques minutes. 

La BioID a d’ores et déjà été utilisée avec succès dans le domaine de l’infectiologie en 

permettant l’identification d’une protéine essentielle lors d’une étape clé de l’infection par 

Plasmodium berghei, lorsque les gamétocytes cherchent à émerger des érythrocytes afin de 

se disséminer dans le sang du patient (Kehrer, Frischknecht, et Mair 2016). Cette technique 

est également utilisée dans le domaine de la cancérologie et a notamment permis d’identifier 

de nouveaux interacteurs de l’oncogène c-MYC (Dingar et al. 2015), ou encore en botanique 

(Khan et al. 2018). Enfin, en fusionnant BirA* a des protéines aux localisations sub-cellulaires 

très finement contrôlées, cette technique peut être utilisée de manière à étudier le protéome 

de différents compartiments sub-cellulaires (Liu et al. 2018). 
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La BioID présente malgré tout quelques limitations, notamment par la nécessité de fusionner 

la protéine appât avec BirA*, qui constitue une étiquette de taille conséquente pouvant 

altérer sa fonction. La présence de biotine en quantité suffisante dans le milieu réactionnel 

peut également être un frein au sein de certains modèles. Il est aussi possible que certaines 

protéines peu riches en lysine puissent être sous-représentées dans la fraction des protéines 

biotinylées. Enfin, si la BioID est indiquée pour l’étude de phénomènes lents, elle l’est 

beaucoup moins pour l’étude de phénomènes très rapides. 

Plusieurs adaptations de la BioID ont été développées pour résoudre ces limitations. Afin de 

limiter l’impact de la taille de la BirA* (321 acides aminés) sur la fonction de la protéine appât, 

une première approche fut de développer d’autres biotine-ligases de taille réduite. La plus 

petite biotine ligase connue (233 acides aminés) provenant de Aquifex aeolicus a été mutée 

avec succès afin de lui faire perdre sa spécificité de biotinylation d’une manière similaire à 

BirA*, et fut nommée BioID2. Cette enzyme est fonctionnellement comparable à BirA*, mais 

provenant d’un organisme thermophile, sa température optimale est de 50°C alors que celle 

de BirA* est de 37°C, ce qui peut être intéressant pour l’étude de systèmes thermophiles, mais 

handicapant au sein de modèles cellulaires animaux. Un autre avantage de cette nouvelle 

variante est qu’elle requiert bien moins de biotine, ce qui peut être intéressant au sein de 

modèles pauvres en biotines et difficiles à complémenter (Kim et al. 2016).  

Des variantes de BirA* plus efficaces ont également été générées. Une approche d’évolution 

dirigée dans des levures a permis de créer deux nouvelles enzymes utilisables en BioID : la 

TurboID et la mini-TurboID. (Branon et al. 2018) L’activité de ces variantes est bien plus élevée 

que celle de la BirA* originale. En effet, afin d’obtenir suffisamment de protéines biotinylées 

pour une analyse par spectrométrie de masse à partir d’une expérience de BioID en culture 

de cellules, il est recommandé d’induire la biotinylation pendant une durée de 18h. Cette 

durée passe à seulement 10 minutes en utilisant la TurboID ou la mini-TurboID. La mini-

TurboID a également pour avantage d’être une forme tronquée (28KDa) de BirA*, ce qui limite 

potentiellement son impact sur la fonction de la protéine à laquelle elle est fusionnée. Si BirA* 

est efficace dans la plupart des compartiments sub-cellulaires, et notamment le noyau, il est 

intéressant de noter que les variantes TurboID restent très efficaces dans des compartiments 

sub-cellulaires où BirA* est bien moins efficace, comme le réticulum endoplasmique. En 

revanche, une activité trop prolongée de ces variantes peut provoquer des biotinylations 

aspécifiques, ce qui rend nécessaire un contrôle strict de la durée de la réaction. Cela est facile 

en culture cellulaire, par simple ajout et élimination de biotine dans le milieu de culture, mais 

plus difficile dans la plupart des organismes modèles. L’activité de ces nouvelles enzymes est 

telle que le peu de biotine présent dans un milieu de culture cellulaire de base peut entraîner 

un signal similaire à celui produit par la BirA* originelle, si bien qu’il peut être nécessaire de 

dialyser le milieu de culture afin d’éliminer toute trace de biotine et éviter une biotinylation 

en dehors de la fenêtre temporelle souhaitée. De plus, la forte déplétion en biotine due à 

l’activité de ces enzymes peut parfois avoir un effet toxique. Enfin, le rayon de la biotinylation 
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passe d’environ 10nm à 35nm, ce qui peut entrainer un bruit de fond accru et surtout 

l’identification d’un nombre accru d’IPP indirectes (May et al. 2020). 

Une nouvelle variante de BioID, l’AirID, générée à l’aide d’algorithmes de reconstruction 

d’enzymes ancestrales, vise à corriger ces dernières limitations. La AirID présente une activité 

comparable à celle de la TurboID, mais nécessite moins d’ATP pour fonctionner, ne semble 

pas provoquer de toxicité, et biotinyle les partenaires de la protéine appât à laquelle elle est 

fusionnée de façon plus spécifique. (Kido et al. 2020). Le répertoire d’enzymes utilisable pour 

la BioID semble donc en constante évolution, et des outils permettant de réduire l’impact des 

biais de cette technique de manière toujours plus satisfaisante sont régulièrement proposés 

par la communauté.  

La BioID a également été déclinée de manière à pouvoir étudier l’interactome d’un dimère de 

manière spécifique, à l’aide de la Split-BioID (Schopp et al. 2017). Le principe est de fusionner 

respectivement deux fragments N-ter et C-ter de la BirA* à deux protéines d’intérêt. Lorsque 

ces deux protéines d’intérêt vont interagir dans une cellule, alors les deux fragments vont 

complémenter et reconstituer une enzyme BirA* fonctionnelle. Cependant, l’activité de 

l’enzyme reconstituée est inférieure à celle de l’enzyme BirA* d’origine. Cette technique 

permet s’assurer que la biotinylation soit restreinte aux compartiments sub-cellulaires choisis 

de manière plus fiable. Cette innovation a également déjà été adaptée à la TurboID (Cho et al. 

2020). 

 

3.2 Approches expérimentales pour l’analyse des interactions protéine-protéine (IPP) 

individuelles 

Les approches à haut débit citées plus haut permettent de révéler un certain nombre de 

nouvelles IPP qu’il faut ensuite pouvoir confirmer de manière plus précise. Dans ce chapitre, 

je focaliserai volontairement sur les techniques d’imagerie utilisées pour valider et/ou 

analyser des IPPs individuelles. Ces techniques ont l’avantage de pouvoir être développées 

dans les cellules ou tissus d’intérêt, en condition fixe ou native.  

 

3.2.1 Approche par ligation de proximité (Proximity Ligation Assay, PLA) 

La PLA est une technique très sensible et relativement simple et rapide de détection des IPP, 

basée sur la reconnaissance des protéines appât et proie par des anticorps primaires, puis des 

anticorps secondaires conjugués à des oligonucléotides. Si les deux protéines d’intérêt sont 

suffisamment proches (moins de 40nm) alors leurs oligonucléotides respectifs peuvent 

s’hybrider. Après une étape de ligation, cela forme un brin d’ADN circulaire amplifiable par 

PCR (Polymerase Chain Reaction) en cercle roulant, utilisant des nucléotides marqués à l’aide 

d’un fluorochrome. Cette méthode de production du signal est très efficace et permet à peu 
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de molécules en interaction de produire un signal fluorescent puissant et stable. L’IPP est alors 

observable par microscopie (Söderberg et al. 2006), ce qui permet également de visualiser la 

localisation sub-cellulaire de l’interaction entre les protéines d’intérêt. L’utilisation d’anticorps 

dirigés spécifiquement contre une protéine ayant subi une modification post-traductionnelle 

telle qu’une phosphorylation (Koos et al. 2009) permet également d’identifier des partenaires 

spécifiques de la protéine appât ayant subi cette modification. Cependant, à moins de 

travailler avec des protéines transgéniques fusionnées à une étiquette comme par exemple 

un peptide hémagglutinine (HA), cette méthode nécessite de posséder des anticorps 

suffisamment spécifiques dirigés contre les protéines d’intérêt. Cette méthode nécessite 

également de fixer les cellules, reste difficile à automatiser et peut être relativement couteuse 

en fonction de l’anticorps, ce qui limite son utilisation large. 

 

3.2.2 La technique de transfert d’énergie par résonnance de fluorescence ou Föster 

(Fluorescence Resonance Energy Transfert, ou Föster Resonance Energy Transfert, FRET) 

La technique du FRET permet d’étudier les propriétés d’interaction de deux protéines 

respectivement fusionnées à un fluorochrome « donneur » et a un fluorochrome 

« accepteur » (Sekar et Periasamy 2003). Si les deux protéines fusionnées interagissent, alors 

les deux fluorochromes se retrouvent suffisamment proches dans l’espace pour que lors de 

l’excitation du donneur, il transfère son énergie à l’accepteur par un phénomène de 

résonance. Si les deux protéines fusions sont suffisamment proches (moins de 10nm), alors 

l’excitation du fluorochrome donneur provoquera l’émission de photons par le fluorochrome 

receveur (Figure 31). Il est possible de remplacer le fluorochrome donneur par une protéine 

bioluminescente comme la luciférase (on parle alors de la technique de « BRET »). L’énergie 

produite par la protéine bioluminescente après l’ajout de son substrat peut exciter le 

fluorochrome accepteur par transfert d’énergie. Cela permet de s’affranchir de l’utilisation 

d’une excitation lumineuse exogène, ainsi que du risque de photoblanchiment (Xu, Piston, et 

Johnson 1999), tout en augmentant considérablement la sensibilité de la technique (Arai et 

al. 2001). Cela permet notamment d’analyser les IPP avec des protéines produites à des 

niveaux comparables aux protéines endogènes, tels que des IPP entre des récepteurs à la 

leptine au niveau de la membrane de cellules en culture (Couturier et Jockers 2003).  

Le FRET ne nécessitant pas de fixation, cela permet une analyse cinétique des IPP dynamiques, 

que cela soit en culture cellulaire (Coulon et al. 2008) ou in vivo, par exemple chez les plantes 

comme Arabidopsis thaliana (Subramanian et al. 2004) ou encore la souris (Audet et al. 2010). 

Cette technique peut également être utilisée efficacement pour cribler des inhibiteurs d’IPP à 

haut débit en culture cellulaire (Hamdan et al. 2005 ; Couturier et Deprez 2012). Il existe 

également une variante de FRET Tri-moléculaire, utilisant trois fluorochromes différents pour 

analyser des IPP au sein de complexes protéiques contenant jusqu’à trois protéines de fusion 

(Kuo et al. 2018).  
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Figure 31 : Conditions nécessaires à un FRET efficace.  A : Le spectre d’émission du fluorochrome donneur doit 

chevaucher le spectre d’absorption du fluorochrome receveur afin de l’exciter. B : Le transfert d’énergie ne peut pas 

avoir lieu si les deux fluorochromes (ici le donneur est la protéine CFP, et l’accepteur est la protéine Venus) sont 

éloignés de plus de 10 nm. C : les deux fluorochromes doivent se trouver positionnés parallèlement, sans quoi le 

fluorochrome donneur émettra sa fluorescence. (Broussard et al. 2013). 

 

Le FRET présente également quelques limitations, telles que la sensibilité des protéines 

fluorescentes aux changements de pH, de concentration en ions, de température. Le fait 

d’utiliser simultanément deux protéines fluorescentes différentes nécessite que les conditions 

environnementales soient compatibles pour chacune d’entre elles. Mais la principale limite 

du FRET est son faible rapport signal/bruit, principalement dû à la perte d’énergie lors du 

phénomène de transfert, pouvant rendre l’analyse des données laborieuse (Leavesley et Rich 

2016). Même si différentes techniques ont été développées pour pallier à cette limitation, 

telles que le FRET spectral (Leavesley et al. 2013) ou encore le Fluorescence Lifetime Imaging 

Microscopy (FLIM) (Llères et al. 2009), le rapport signal/bruit est toujours inférieur à celui 

obtenu lors d’un marquage à l’aide d’un seul fluorochrome. Cet aspect peut cependant être 

encore amélioré, notamment en utilisant des outils informatiques plus performants pour 

l’analyse des données (Nagy et al. 2014). 

 

  



75 
 

3.2.3 La complémentation de Fluorescence Bi-moléculaire (Bimolecular Fluorescence 

Complementation, BiFC) 

La technique de Complémentation de Fluorescence Bi-moléculaire (BiFC) est une technique 

d’analyse des IPP basée sur la propriété d’une protéine fluorescente à être scindée en deux 

fragments non-fluorescents capables de reconstituer un complexe fluorescent s’ils se 

retrouvent proches l’un de l’autre. Si l’on fusionne respectivement ces deux fragments 

fluorescents à un couple de protéines exprimées dans une cellule, l’apparition d’un signal 

fluorescent signifie que les deux hémi-fragments ont été rapprochés, ce qui suggère une 

interaction entre les protéines du couple testé.  

De nombreuses protéines fluorescentes sont disponibles pour effectuer de telles 

complémentations, et varient en termes de longueur d’onde d’excitation et d’émission, mais 

aussi en termes de vitesse de complémentation et d’intensité du signal. (Kodama et Hu 2012). 

La BiFC multicolore découle de cette grande diversité de fragments utilisables en BiFC. Cette 

approche repose sur la co-expression de plus de deux protéines fusionnées à des fragments 

de BiFC compatibles entre eux et formant des complexes aux propriétés fluorescentes 

différentes selon la manière dont ils s’associent. Il est alors possible de visualiser différentes 

IPPs au sein d’une même cellule, ainsi que de comparer l’efficacité de la formation des 

différents complexes alternatifs alors entrés en compétition (Kerppola 2013) (Figure 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Principe de la BiFC multicolore. Deux partenaires alternatifs (A et B) sont fusionnés à différents hémi-

fragments fluorescents (demi-cylindres teintés). Ces deux protéines de fusion sont co-exprimées dans une cellule avec 

un partenaire d’interaction commun (Z) fusionné avec un hémi-fragment compatible avec l’un ou l’autre des hémi-

fragments fusionnés à A et B. Les complexes formés par l’interaction de Z avec A ou B peuvent être distingués par la 

différence de leurs spectres fluorescents respectifs. Les images en dessous des schémas sont un exemple de la 

visualisation de deux complexes protéiques au sein d’une même cellule, l’un nucléolaire (cyan), et l’autre 

nucléoplasmique (jaune). (Kerppola 2013) 
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La BiFC a aussi été adaptée à des protéines fluorescentes photocommutables telles que la 

Dronpa (Lee et al. 2010). Cette protéine qui émet une fluorescence verte à un maximum de 

518nm lors d’une excitation à 503nm, peut être commutée dans un état non-fluorescent par 

une forte exposition à 490nm, puis commutée à nouveau dans un état fluorescent par une 

faible exposition à 405nm. Ce type de protéine fluorescente présente l’avantage d’être 

utilisable pour visualiser le transport de protéines (Ando, Mizuno, et Miyawaki 2004) ou 

encore de reconstituer des réseaux neuronaux in vivo (ici chez le poisson zèbre) en réactivant 

la Dronpa précisément dans chaque neurone successivement considéré, et en tirant partie 

des transports axonaux rétrogrades et antérogrades pour visualiser leurs morphologies au 

sein d’un réseau tissu nerveux complexe contenant de nombreux neurones intriqués (Aramaki 

et Hatta 2006). Il est également possible de mettre en place des approches de microscopie 

super-résolution en utilisant des protéines photo-activables en BiFC permettant par exemple 

des approches de microscopie par localisation photoactivée (PALM) et donc de visualiser 

chaque évènement d’IPP de manière extrêmement précise (Liu et al. 2014).  

La BiFC présente l’avantage majeur de permettre la visualisation d’IPP faible et/ou transitoires 

(Morell et al. 2007) car la formation du complexe fluorescent est le plus souvent irréversible 

(Shyu et Hu 2008), ce qui permet d’atteindre une haute sensibilité. En contrepartie la 

dynamique de ces interactions est figée, ce qui peut potentiellement altérer la fonction ou 

l’activité du complexe. (Kerppola 2008). La BiFC a également l’avantage de pouvoir visualiser 

les IPP directement in vivo, que ce soit au sein de cellules en culture (Dard et al. 2019), de 

plantes (Kodama et Wada 2009) ou encore chez la mouche drosophile (Duffraisse, Hudry, et 

Merabet 2014). Cette technique a permis d’identifier des inhibiteurs d’IPPs, comme par 

exemple un peptide pouvant perturber la formation d’un complexe oncogène, le dimère PIKE-

A/Akt, impliqué dans la survie, l’invasion et la migration des cellules de certains glioblastomes 

multiformes (Qi et al. 2013). 

Cependant, la méthode de BiFC présente certaines limitations. En effet le fait de fusionner les 

protéines candidates a des fragments de protéines fluorescentes peut altérer leur fonction et 

l’interaction avec leurs partenaires. Lors d’un crible il peut donc être intéressant de tester 

différentes topologies de fusion afin de limiter ce type de biais (Kerppola 2008). La BiFC 

tripartite est une autre réponse possible à cette limitation.  Cette approche consiste à scinder 

une protéine fluorescente en trois fragments complémentaires, dont deux sont bien plus 

courts que le troisième. Fusionner les protéines appât et proie à ces fragments de faible poids 

moléculaire permet de limiter l’impact qu’aura la fusion sur la fonction des protéines d’intérêt, 

ainsi que sur leur capacité à interagir ensemble. Lorsque ces deux protéines fusions 

interagissent, le troisième fragment libre va alors compléter le complexe fluorescent 

(Cabantous et al. 2013). Cette approche permet donc de limiter la taille des fragments 

fusionnés aux protéines d’intérêt, et a été améliorée de manière à présenter un ratio 

signal/bruit satisfaisant (Shen et al. 2020). 
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Le potentiel d’affinité entre les deux hémi-fragments de protéines fluorescentes pourrait aussi 

aboutir à l’apparition d’un signal par stabilisation d’un complexe entre deux protéines 

n’interagissant pas. Cependant l’utilisation de contrôles appropriés, en testant l’IPP entre 

deux protéines dont l’une est mutée au niveau de domaines nécessaires à l’interaction avec 

sa partenaire, montre souvent une forte diminution du signal fluorescent (Figure 33). C’est 

notamment le cas lorsque l’on compare l’interaction entre les protéines AbdA et Exd dans 

l’embryon vivant de drosophile. Ces deux protéines couplées respectivement aux fragments 

C-terminal et N-terminal de la protéine fluorescente Venus (VC et VN) provoquent l’apparition 

d’un fort signal fluorescent lorsqu’ils sont coexprimés. Cependant, leur capacité d’interaction 

étant conditionnée par leur capacité à se lier a l’ADN, la mutation de l’homéodomaine d’un 

des deux membres du couple AbdA/Exd provoque une forte perte de signal fluorescent, et la 

mutation simultanée de l’HD des deux protéines abolit totalement le signal fluorescent (Hudry 

et al. 2011). Cela souligne la spécificité de cette technique, ainsi que sa capacité à analyser 

l’impact d’une mutation sur les propriétés d’interaction entre deux protéines. Il est également 

possible de muter les fragments de protéine fluorescente afin de limiter la capacité d’auto-

assemblage du complexe fluorescent, et ainsi limiter le risque de faux positif (Zhou et al. 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Les contrôles négatifs de la BiFC. A : Schéma d’une expérience de BiFC classique pour la visualisation d’une 

interaction entre la protéine A et la protéine B. B et C : contrôles négatifs appropriés employant des mutations au 

niveau des domaines responsables de l’interaction entre les protéines A et B. D à L : Exemples de contrôles négatifs 

inappropriés. D : Fragment N-terminal seul. E : Fragment C-terminal seul. F : Fragment N-terminal et C-terminal seuls. 

G : Fragment N-terminal fusionné à A seul. H : Fragment C-terminal fusionné à B seul. I : Fragment C-terminal utilisé 

comme interacteur négatif de A fusionné au fragment N-terminal. J : Fragment N-terminal utilisé comme interacteur 

négatif de B fusionné au fragment C-terminal. K : Une protéine X différente fusionnée a au fragment C-terminal utilisée 

comme un interacteur négatif de de A fusionné au fragment N-terminal. L : Une protéine X différente fusionnée au 

fragment N-terminal utilisée comme un interacteur négatif de de B fusionné au fragment C-terminal (adapté de 

Kodama et Hu 2012). 
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Cette technique est facilement utilisable en culture cellulaire, et au sein d’organismes modèles 

tels que la mouche drosophile. Le système UAS/Gal4 permet notamment de diriger 

l’expression des protéines fusion au sein des types cellulaires d’intérêt, et au moment choisi, 

ce qui est particulièrement utile pour étudier les IPPs dans leur contexte natif. Avec ce 

système, il est aussi possible d’utiliser des séquences régulatrices endogènes pertinentes afin 

d’obtenir un niveau de production des protéines fusion similaire aux protéines endogènes, ce 

qui est nécessaire afin de tester les IPPs dans des conditions les plus proches possibles des 

conditions physiologiques (Hudry et al. 2011). Nous pouvons aller encore plus loin dans cette 

démarche en utilisant le système Split-Gal4, qui consiste en la reconstitution d’un facteur de 

transcription GAL4 actif via l’association de deux fragments séparés, le domaine activateur 

(GAL4AD), et le domaine responsable de la liaison à l’ADN (Gal4DBD). En plaçant les transgènes 

codants pour chacun de ces fragments respectivement sous le contrôle de séquences 

régulatrices des gènes codant pour la protéine appât et la protéine proie, il est possible de 

visualiser l’IPP uniquement dans les tissus où les deux protéines sont normalement 

coexprimées (Bischof et al. 2018) (Figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Couplage de la BiFC au système Split-Gal4 pour la visualisation d’IPP dans les cellules où les domaines 

d’expression de l’appât et de la proie se chevauchent. A : Principe de la BiFC utilisant un unique Gal4 reproduisant le 

profil d’expression endogène de la protéine appât. B : Principe de la BiFC utilisant un unique Gal4 reproduisant le profil 

d’expression endogène de la protéine proie. C : Principe de la BiFC lors de l’expression indépendante de deux moitiés 

du FT Gal4 (Gal4AD et Gal4DBD), respectivement sous le contrôle de séquences régulatrices de l’appât et de la proie. Ce 

système permet la production d’un Gal4 fonctionnel uniquement au niveau des domaines où se chevauchent 

l’expression dirigée par les séquences régulatrices de l’appât et de la proie. Cela permet d’étudier l’interaction entre 

ces deux protéines uniquement au niveau des cellules où elles sont normalement présentes. A’, B’, C’ : images 
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illustratives de la BiFC obtenue lors de l’expression de protéines fusion de Ubx et Twi en utilisant Ubx-Gal4 (A), Twi-

Gal4 (B) ou un Split-Gal4 (Ubx-Gal4AD/Twi-Gal4DBD). Les flèches rouges indiquent le signal fluorescent obtenu au niveau 

du mésoderme viscéral. Les étoiles rouges indiquent le signal fluorescent obtenu au niveau du mésoderme somatique. 

C’’ : Quantification de l’intensité de la fluorescence obtenue au niveau du mésoderme viscéral en utilisant le système 

Split-Galt par rapport au signal fluorescent obtenu en utilisant Ubx-Gal4. Adapté à partir de Bischof et al. 2018. 

 

La BiFC est donc une méthode d’étude des IPP particulièrement efficace, capable de mettre 

en évidence des interactions faibles et transitoires en contexte physiologique. Cependant c’est 

une technique avec a priori, nécessitant la génération de transgène pour la protéine appât et 

la protéine proie. Les approches consistant à combiner une méthode sans a priori (comme 

l’APEX ou la BioID) avec une méthode sensible comme la BiFC sont donc potentiellement très 

efficaces pour identifier de manière pertinente les acteurs d’un réseau protéique complexe. 
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4. Le développement des appendices de vol chez les insectes 

4.1 L’origine et l’évolution des appendices de vol chez les insectes 

Au cours de l’histoire du vivant, le vol par battement actif des ailes (dit « vol battu ») est 

apparu indépendamment chez 4 groupes d’animaux : les insectes, les ptérosaures, les oiseaux, 

et les chauve-souris  (Alexander 2015). Les insectes furent les premiers animaux à pouvoir 

voler, et ils développèrent rapidement une grande diversité de morphologies au niveau de 

leurs appendices de vol, ce qui leur permit de s’adapter à la plupart des niches écologiques 

terrestres (Dickinson 2006). Il existe deux hypothèses pour expliquer l’origine évolutive des 

ailes. La première est l’hypothèse de l’origine tergale (le tergum étant le nom de la portion 

dorsale des segments d’un arthropode), qui propose que les ailes auraient évolué à partir 

d’excroissances au niveau de la cuticule dorsale, les lobes paranotaux, utilisés afin de planer 

avant l’apparition du vol battu (Flower 1964). La seconde hypothèse est celle de l’origine 

pleurale (la pleure étant le nom des sclérites latérales des segments thoraciques et 

abdominaux des insectes) et propose que les ailes dérivent de segments proximaux de pattes 

ancestrales (Kukalova‐Peck 1978) (Figure 35). Le registre fossile suggère que les ptérygotes 

(les insectes pourvu d’ailes) ont développé des ailes à partir des pattes d’un ancêtre 

aptérygote (dépourvu d’ailes). Certains ancêtres intermédiaires tels que les paléodictyoptères 

(au stade de nymphe) présentaient des ailes sur chaque segment. Les gènes Hox ont ensuite 

permis la perte des ailes au niveau de tous les segments exceptés les second et troisième 

segments thoraciques (Carroll, Weatherbee, et Langeland 1995) (Figure 36).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Origine tergale ou pleurale des ailes chez les insectes. Représentation schématique des hypothèses quant 

à l’origine des ailes, par la localisation des deux origines proposées, le tergum (en bleu) et la pleure (en jaune) sur le 

schéma corporel d’un insecte ancestral. (Tomoyasu, et al. 2017) 
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Figure 36 : Gènes Hox et évolution des ptérygotes. Représentation schématique de l’évolution des ptérygotes à partir 

d’un ancêtre aptérygote (a), à travers divers ordres éteints (b, c, d) jusqu’aux ordres modernes des lépidoptères (e) et 

des diptères (f). Le registre fossile sur lequel sont basés a, b, c, et d est issu de Kukalová-Peck 1983. Les gènes Hox 

exprimés dans les différents segments sont représentés par les lettres (S : Scr ; A : Antp ; U : Ubx ; AA : abdA ; B : AbdA). 

Les segments dans lesquels un gène Hox est supposé réguler le développement des ailes sont colorés (rouge : Scr ; 

Ubx : jaune ; AbdA : vert). Antp n’est jamais considéré comme régulant le développement des ailes. Chez la nymphe 

de paléodictyoptère (b), le schéma d’expression des gènes Hox est représenté comme étant aussi diversifié que chez 

les insectes modernes, mais les ailes se développent sur chaque segment. Chez les insectes à quatre ailes (e), Ubx 

réprime la formation des ailes dans les segments A1, et chez les diptères (f) il réprime également la formation des ailes 

dans le segment T3. (Carroll et al. 1995) 

Les primordia des ailes et des pattes (les disques imaginaux d’ailes et de pattes) dérivent d’un 

réservoir commun de cellules précurseurs dans l’embryon (Steiner 1976 ; Wieschaus et 

Gehring 1976), partageant des mécanismes moléculaires analogues pour la mise en place de 

l’axe proximo-distal, suggérant une origine évolutive et développementale commune pour ces 

deux appendices (Weihe et al. 2004 ; Ruiz-Losada et al. 2018). L’étude de différentes espèces 

supporte cette hypothèse et suggère que les ailes des insectes, les épipodes des crustacés, les 

appendices respiratoires des chélicérates (les « Book Gills » des limules et « book lung » des 

araignées par exemple) partageraient une origine évolutive commune (Angelini et Kaufman 

2005).  

Sur ces bases, une troisième hypothèse propose d’unifier les deux premières hypothèses en 

considérant des contributions tergales et pleurales à l’évolution des ailes chez les insectes 

(Clark-Hachtel et Tomoyasu 2016). Des données issues de la biologie du développement (Elias-

Neto et Belles 2016) mais aussi de la paléontologie (Prokop et al. 2017) supportent cette 

troisième hypothèse (Linz et Tomoyasu 2018). 

Le vol chez les insectes a connu deux principales étapes évolutives ayant conduit à l’apparition 

de deux modes de vol bien distincts au niveau de la communication entre les ailes et le 

système nerveux. Le premier mode de vol, dit « primitif », est retrouvé chez tous les vertébrés 

et chez de nombreux insectes comme le papillon. Ce vol primitif est également appelé « vol 

synchronisé ». Lors de ce vol, chaque battement d’aile est contrôlé par une impulsion 

nerveuse, de la même manière que lorsque les mammifères manipulent leurs membres. Le 

vol synchronisé fonctionne très bien pour les oiseaux, les chauves-souris, et les grands 
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insectes, mais n’est pas adapté pour le vol d’organismes dont la taille serait inférieure à celle 

d’un bourdon. En dessous de cette taille, la fréquence de battement d’ailes requise pour le vol 

est impossible à obtenir avec un vol synchronisé, car il est physiquement impossible de 

déclencher la stimulation musculaire aussi rapidement. Lors du vol synchronisé, la contraction 

musculaire est causée par l’influx nerveux déclenchant une libération de calcium à partir du 

réticulum sarcoplasmique (Hunter 2007). Le calcium doit ensuite être repompé dans le 

réticulum sarcoplasmique contre son gradient électrochimique afin que le muscle se relâche, 

mais la vitesse à laquelle le calcium est repompé connaît une limite physique. Cela contraint 

de fait la fréquence maximale de battement des ailes à environ 100 par seconde (Scherer 

1995) bien que dans de rares cas, on observe chez les animaux des muscles oscillateurs 

classiques permettant d’atteindre des vitesses d’oscillation supérieure à 100Hz, au dépens de 

la puissance. Cela est possible en diminuant la quantité de myofibrilles dans les muscles au 

profit des mitochondries et du réticulum sarcoplasmique (Conley et Lindstedt 2002 ; Iwamoto 

2011). 

Un autre type de vol, dit « asynchrone », est apparu au moins 4 fois chez les insectes : les influx 

nerveux ne sont plus corrélés aux battements d’ailes. Dans les muscles asynchrones, la 

quantité de calcium intracellulaire est maintenu à un niveau d’activation alors que les 

myofibrilles oscillent de manière autonome. La quantité de pompe à calcium pouvant alors 

être minimisée, la majorité du volume du muscle peut alors être occupée par des myofibrilles 

afin de produire des oscillations puissantes, et des mitochondries (le coût énergétique de ces 

oscillations successives étant élevé). Chez les néoptères (tels que les diptères), les muscles de 

vol ne contrôlent pas directement les ailes, mais contrôlent leur battement indirectement en 

déformant l’exosquelette thoracique. On parle alors de « vol indirect », par opposition au « vol 

direct » observé chez les paléoptères (Figure 37) (Kukalova‐Peck 1978). Les muscles 

asynchrones ont la particularité d’être activables par étirement : ils se contractent 

automatiquement dès que l’action de leurs muscles antagonistes provoque leur propre 

étirement, produisant une forte contraction étirant à son tour les muscles opposants. Ce 

processus répété permet le battement continuel des ailes même en absence de fluctuation de 

concentration en calcium intracellulaire. Le facteur primaire déterminant la fréquence de 

battement des ailes est alors la fréquence de résonnance mécanique du thorax et des ailes, 

bien que la variation de la fréquence de l’influx nerveux permette aussi une certaine 

modulation de la fréquence de battement (Dickinson 2006 ; Iwamoto 2011).  
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Figure 37 : Principe du vol indirect. Illustration d’une coupe transversale d’insecte. A : La contraction des muscles 

dorso-ventraux tire la plaque tergale vers le bas, ce qui provoque le soulèvement des ailes. B : la contraction des 

muscles longitudinaux pousse la plaque tergale vers le haut, ce qui provoque l’abaissement des ailes. (Mayr et al. 2012). 

 

Chez les diptères, ce mode de vol permettant des battements d’ailes puissants et rapides est 

accompagné d’une certaine instabilité corporelle, et requiert un système mécanosenseur 

performant pour garder un contrôle précis des ailes. Les diptères ont ainsi développé des 

organes mécanosenseurs, dérivés des ailes postérieures se développant au niveau du 

troisième segment thoracique (T3) et qui joue un rôle de gyroscope : les « haltères ». Les 

haltères produisent des battements anti-phasiques à la même fréquence que celui des ailes et 

détectent les rotations durant le vol, ce qui permet de contrôler la rotation malgré la grande 

vitesse de battement des ailes (Leeuwen et Dickinson 1999 ; Deora, Singh, et Sane 2015). 

Chez les diptères, les ailes se développent au niveau du second segment thoracique (T2), le 

domaine d’expression du gène Hox Antp au cours du développement. Cependant, en cas de 

perte de fonction de Antp dans les primordia d’ailes, les ailes se développent normalement 

(Carroll et al. 1995). Le segment T2  avec une aile est ainsi considéré comme un 

« groundstate », comme un état par défaut des segments du thorax, qui serait ensuite modifié 

par d’autres protéines Hox comme Scr et Ubx afin d’attribuer de nouvelles morphologies aux 

segments thoraciques (Tsubota, Saigo, et Kojima 2008 ; Tomoyasu 2017). Le gène Hox Ubx 

spécifie le développement de l’haltère au niveau du segment T3 en modifiant le programme 

développemental de l’aile (Weatherbee et al. 1998) (Figure 38 A-B). Ubx est aussi responsable 

de la différence entre les ailes antérieures (T2) et postérieures (T3) chez d’autres espèces 

d’insectes, telles que les motifs de pigmentation chez le lépidoptère Precis Coenia 

(Weatherbee et al. 1999) (Figure 38 C-D). Chez le coléoptère Tribolium castaneum, Ubx 
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réprime le développement par défaut de l’élytre, un appendice rigide et protecteur sur le 

segment T2 afin de promouvoir la formation des ailes au niveau du segment T3 (Tomoyasu et 

al. 2005) (Figure 38 E-F). Plus récemment, Ubx a été décrit pour être impliqué dans le 

dimorphisme des ailes chez le fulgoroidé Nilaparvata lugens (la cicadelle brune), un ravageur 

du riz  (Liu et al. 2020). Chez cette espèce, NlUbx (l’orthologue de Ubx chez Nilaparvata lugens) 

s’exprime dans les primordia des deux paires d’ailes sur les segments T2 et T3. Dans ce 

contexte atypique, NlUbx est sous le contrôle positif de la voie de signalisation de l’insuline : 

lorsque la source nutritive est de bonne qualité, NlUbx est très actif dans les primordia d’ailes, 

ce qui induit le développement d’ailes de petite taille. Lorsque la source nutritive est de moins 

bonne qualité, alors la voie de l’insuline active peu NlUbx, ce qui induit le développement 

d’ailes de grande taille, utiles pour migrer vers de nouvelles sources de nourriture (Liu et al. 

2020 ; Fu et al. 2020) (Figure 38 G-H). 

Il est donc considéré que les gènes Hox ne constituent ou n’instruisent pas directement le 

programme moléculaire spécifiant le développement des ailes ou des pattes, mais sont 

davantage impliqués dans leur suppression ou leur modification.  
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Figure 38 : Rôle de Ubx lors du développement des appendices de vol chez différentes espèces d’insectes. Illustration 

d’une coupe transversale d’insecte. A : Vue dorsale d’une drosophile sauvage. Le segment T2 produit une paire d’ailes, 

tandis que le segment T3 produit une paire d’haltères (indiquées par des flèches noires). B : La perte de fonction de 

Ubx due à la combinaison des mutations anterobithorax, postbithorax et bithorax-3 transforme le segment T3 en un 

second segment T2. La drosophile possède alors deux paires d’ailes, il s’agit du fameux phénotype bithorax (Lewis 

1982). C : Chez le papillon Precis coenia, les paires d’ailes antérieures et postérieures présentent des motifs de 

pigmentations différentes (ici au niveau des faces ventrales). D : Chez le mutant Hindsight, la perte de fonction de Ubx 

provoque l’apparition de motifs de pigmentation des ailes antérieures au niveau des ailes postérieures, notamment la 

présence de zones pigmentées orange (étoiles au niveau de l’aile antérieure, flèche au niveau de l’aile postérieure) 

(Weatherbee et al. 1999). E : Chez le coléoptère Tribolium castaneum, le segment T2 produit une paire d’élytres (flèche 

blanche), alors que le segment T3 produit une paire d’ailes (flèche noire). F : La perte de fonction de Utx (l’homologue 

de Ubx chez T. castaneum) provoque la transformation des ailes en une seconde paire d’élytres (Tomoyasu et al. 

2005a). G-H : Chez le fulgoroidé Nilaparvata lugens, on observe un dimorphisme de la taille des ailes, basé sur une 

régulation de différentielle de l’activité de Ubx. G : Individu aux ailes courtes. H : Individu aux ailes longues (Fu et al. 

2020). 

 

4.2 Le développement des ailes chez la drosophile 

Les ailes des drosophiles ne servent pas seulement au vol, mais sont aussi utiles par exemple 

lors de la parade nuptiale, au cours de laquelle les mâles produisent différentes vibrations et 

sons (impulsions, claquements des ailes…) de manière très stéréotypée au sein d’une espèce 

(Sturtevant 1915 ; Mazzoni, Anfora, et Virant-Doberlet 2013 ; Anholt et al. 2020). Chez 

certaines espèces de drosophiles comme Drosophila suzukii, Drosophila biarmipes, ou encore 

Drosophila elegans, les ailes présentent des taches de pigmentation (Fuyama 1979 ; Kopp et 

True 2002), dont les motifs sont basés sur la régulation de gènes tels que yellow ou ebony 

(Wittkopp, True, et Carroll 2002 ; Gompel et al. 2005). La présence de motifs de pigmentation 

au niveau des ailes a été acquise puis perdue indépendamment de multiples fois au cours de 

l’évolution des drosophiles (Prud’homme et al. 2006). Chez les espèces présentant ce type de 
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pigmentation, les mâles font preuve d’un comportement d’exhibition des ailes au cours de la 

parade nuptiale, tandis que ce comportement est absent chez les espèces dépourvues de 

taches de pigmentation, ce qui implique une co-évolution entre la pigmentation des ailes et 

le comportement (Yeh, Liou, et True 2006). Les ailes sont aussi employées au cours de 

comportements d’agression (Nilsen et al. 2004), par exemple lorsqu’une femelle n’est pas 

réceptive à la parade d’un mâle et déploie ses ailes pour l’intimider tout en chargeant vers lui 

(Sturtevant 1915), mais également au cours des combats entre les mâles lors de 

l’établissement de rapports de dominance ou lorsqu’ils courtisent la même femelle. Ils 

déploient alors leurs ailes afin de menacer leur opposant (Chen et al. 2002). Lors des combats, 

les ailes subissent souvent des dommages, réduisant la capacité des mâles à se reproduire et 

à voler (Davis et al. 2018). Les ailes sont aussi utilisées afin de détecter les menaces telles que 

des parasites de type acariens. La stimulation mécanique des poils sensitifs au niveau de la 

marge de l’aile déclenche un réflexe d’expulsion à l’aide d’un coup de patte extrêmement 

rapide et précis (Li et al. 2016).  

Chez la drosophile, les organes de l’adulte (ou imago) apparaissent au cours de la 

métamorphose à partir de sacs de cellules originelles, appelés disques imaginaux. L’identité 

de chaque disque est définie précocement par des gènes sélecteurs, et une expression 

anormale de ces gènes peut provoquer le phénomène de trans-détermination (Morata 2001) 

(Beira et Paro 2016) (Figure 39).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Vue d’ensemble des phénomènes de trans-détermination. Certaines manipulations génétiques 

provoquent la trans-détermination de différents tissus de la drosophile (les flèches connectant les cercles bleu). C’est 

particulièrement le cas de la perte (-) ou du gain (+) de fonction de gènes sélecteurs ou homéotiques (Ubx : 

Ultrabithorax ; Antp : Antennapedia ; pb : proboscipedia ; Scr : Sex combs reduced ; ey : eyless ; Dll : Distalless ; vg : 

vestigial ; wg : wingless). (Beira et Paro 2016). 

 Le disque imaginal d’aile est une monocouche de cellules épithéliales indifférenciées et 

proliférantes, entourée d’une membrane péripodiale protectrice. Au cours du développement 
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embryonnaire, le disque contient entre une vingtaine et une quarantaine de cellules, pour 

passer à environ 50 000 à la fin du troisième stade larvaire (Martin 1982 ; Aegerter-Wilmsen 

et al. 2007). Le développement du disque imaginal d’aile est coordonné par la structuration 

des deux axes antéro-postérieur (AP) et dorso-ventral (DV), établissant des frontières entre 

compartiments dorsaux/ventraux et antérieurs/postérieurs. Le « pouch », la zone au centre 

du disque imaginal, est le territoire présomptif de la partie la plus distale de l’aile, tandis que 

les parties périphériques du disque imaginal donneront les zones les plus proximales de l’aile 

(le « hinge », qui connecte l’aile au thorax) ainsi que la partie thoracique de l’aile (notum). Lors 

de son développement, le disque imaginal d’aile s’invagine et se replie sur lui-même afin de 

former les deux couches de cellules de l’aile. Au début de la pupariation, les deux couches de 

cellules se rejoignent et rentrent en contact tout en laissant des espaces qui formeront les 

veines (Blair 2007) (Bolatto, Parada, et Colmenares 2017) (Figure 40). 
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Figure 40 : Morphogenèse de l’aile de drosophile. A : Schéma d’un disque imaginal d’aile au stade L3 tardif. La position 

des veines longitudinales est déjà établie (L2-5), tout comme les compartiments dorsal (D), ventral (V), antérieur (A) et 

postérieur (P). B : morphologie de l’aile adulte illustrée par un cliché de microscopie électronique annoté. Les veines 

(L0-6) sont annotées, de même que les veines marginales présentant des poils sensitifs, ainsi que les veines 

transversales (ou « crossveins ») humérale (HCV), antérieure (ACV) et postérieure (PCV). C : au cours de la 

morphogenèse de l’aile, les espaces entre les feuillets de cellules ventrales et dorsales sont indiqués en jaune. Les 

flèches entre le stade L3 tardif (« late third instar ») et l’aile deux heures après pupariation (2h AP) montrent comment 

au cours de l’éversion, les portions dorsales et ventrales présomptives du disque imaginal se replient afin de former 

les surfaces dorsales et ventrales de l’aile. Adapté à partir de Blair 2007.  

 

Dans le disque d’aile, les centres de signalisations moléculaires se trouvent au niveau des 

frontières entre les compartiments AP et DV. Les cellules à la frontière AP mettent en place 

une cascade de signalisation spécifiant le développement le long de l’axe AP. Le facteur 

engrailed (en) est exprimé dans le compartiment postérieur du disque. en active hedgehog 

(hh) et réprime cubitus interruptus (ci), le médiateur de la signalisation hedgehog dans les 

cellules postérieures où il est exprimé. À l’inverse, l’absence d’activité de en dans les cellules 

antérieures les poussent à sécréter le morphogène Decapentaplegic (Dpp) (une protéine de 

type TGF-β) en réponse à la signalisation Hedgehog qui leur provient du compartiment 

antérieur (Figure 41A). Cela se fait par l’intermédiaire de ci, qui n’est pas réprimé par en dans 

le compartiment antérieur. Cela produit un gradient du morphogènes Dpp de part et d’autre 

de la frontière AP (Blair 1992 ; Zecca, Basler, et Struhl 1995). Dpp régule la localisation de 

l’expression de Spalt-related (Sal) et Optomotor blind (Omb) via des effets de signalisation à 

courte et longue distance (Sturtevant et al. 1997 ; del Álamo Rodrıǵuez, Terriente Felix, et 

Dıáz-Benjumea 2004 ; Shen et al. 2008) (Figure 41B). L’activité de ces gènes permet 

notamment de définir les territoires d’expression de gènes tels que brinker (brk) (Cook, Biehs, 

et Bier 2004) ou knirps (kni) (Lunde et al. 1998 ; Xu et al. 2017 ; Martín, Ostalé, et Celis 2017) 

(Figure 41C), tandis que Hh active également knot (kn) à proximité de l’axe AP (Mohler et al. 

2000). Ce réseau moléculaire permet le développement coordonné de l’aile le long de l’axe 

AP ainsi que le bon positionnement des veines de l’aile, notamment en définissant très 

finement le profil d’expression de rhomboid (rho) (Sturtevant, Roark, et Bier 1993) (Figure 

41D). 
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Figure 41 : La voie de signalisation Dpp contrôle le 

développement de l’axe antéro-postérieur des ailes 

de drosophile. A : engrailed (en) s’exprime dans le 

compartiment postérieur du disque imaginal d’aile, où 

il active hedgehog (hh), activant à son tour 

decapentaplegic (dpp) au niveau d’une bande étroite le 

long de l’axe AP. Engrailed réprime dpp dans le 

compartiment postérieur. B : la diffusion de Dpp à 

partir de la frontière AP détermine la limite de la zone 

d’expression de spalt (sal). C : La limite antérieure de 

l’expression de sal détermine le domaine d’expression 

de rhomboid (rho) au niveau du primordium de la 

seconde veine longitudinale (L2), par l’intermédiaire de 

l’activation de knirps (kni) jouant également un rôle 

dans la délimitation nette du domaine d’expression de 

sal en produisant un rétrocontrôle négatif. D : 

L’activation de rho est également localisée au niveau 

des territoires présomptifs de la marge de l’aile (M) 

ainsi que des veines longitudinales dès le troisième 

stade larvaire (L2-5), et est nécessaire à leur 

développement. Adapté à partir de Sturtevant et al. 

1997, Lunde et al. 1998 et Lunde et al. 2003. 

 

 

 

 

De manière analogue, l’axe DV se développe à l’aide d’un réseau moléculaire s’organisant 

autour de la frontière entre les compartiments dorsal et ventral. Le gène apterous (ap) est 

exprimé dans le compartiment dorsal du disque imaginal d’aile depuis le premier stade 

larvaire, et définit l’identité dorsale (Figure 42A). apterous induit l’expression de Serrate (Ser), 

codant pour un ligand de Notch (N) dans les cellules dorsales, et restreint l’expression du 

ligand Delta (Dl) aux cellules ventrales (Figure 42B). La signalisation Notch induit l’expression 

de Wingless (Wg) au niveau de la frontière dorso-ventrale, agissant comme un morphogène 

de manière similaire à Dpp autour de l’axe AP (Micchelli et Blair 1999). Wg régule l’expression 

de Dl et Ser au niveau de la frontière pour maintenir sa propre expression (Figure 42C). Wg 

active également différents gènes à des points précis de son territoire d’activité le long de 

l’axe DV, tels que vestigial (vg), un gène favorisant le développement de l’aile, dont 

l’expression se localise dans une large bande autour de l’axe DV, au niveau de la marge 

présomptive de l’aile (Couso, Knust, et Martinez Arias 1995). 
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Figure 42 : La voie de signalisation Notch contrôle le développement de l’axe dorso-ventral des ailes de drosophile. 

A : apterous (ap) s’exprime dans le compartiment dorsal (D) du disque imaginal d’aile. B : ap induit l’expression de 

Serrate (Ser) dans le compartiment dorsal, qui y réprime Delta (Dl), restreignant l’expression de Dl au compartiment 

ventral (V). C : ces signaux induisent l’activation de wingless (wg) au niveau de la frontière dorso-ventrale (D/V). Adapté 

à partir de Micchelli et Blair 1999.  

 

4.3 Rôle du gène Ubx au cours du développement de l’haltère 

Chez les diptères, qui sont parmi les ordres d’insectes les plus récemment apparus (Zdobnov 

et Bork 2007) (Figure 43), la paire d’ailes postérieures est réduite en un petit organe 

mécanosenseur appelé « haltère ». Contrairement aux ailes, les haltères n’ont pas de rôle 

direct pour le vol, mais jouent un rôle de gyroscope permettant aux diptères de stabiliser leurs 

rotations durant le vol. Chez la drosophile, le contrôle visuel du vol est modulé par une boucle 

de rétroaction basée sur des signaux de proprioception, notamment gyroscopiques, fournis 

par les haltères, ce qui permet un contrôle du vol très efficace (Mureli et Fox 2015 ; Bartussek 

et Lehmann 2016). Les haltères sont ainsi très différents des ailes quant à leur fonction et leur 

morphologie. Outre le fait que les haltères sont bien plus petites que les ailes, la partie la plus 

distale des haltères, le capitellum, est de forme sphérique, tandis que l’aile est plate et 

constituée de deux couches de cellules (Roch et Akam 2000). Contrairement aux ailes, les 

haltères ne présentent pas de veines ni d’inter-veines, ni de marge dotée de poils 

mécanosenseurs (« bristles ») (Weatherbee et al. 1998 ; Li et al. 2016) (Figure 44). 
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Figure 43 : Arbre phylogénétique simplifié des arthropodes. Les ptérygotes sont indiqués par le rectangle orange. 
Adapté à partir de Almudi et al. 2020. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Positionnement et morphologie de l’haltère. A : Vue dorsale du thorax de drosophile, montrant les 

appendices de vol. L’haltère (flèche rouge) est situé postérieurement par rapport à l’aile. B : L’haltère est constitué de 

trois parties de cuticule distinctes : le scabellum (Sca), le pedicellus (Pe) et le capitellum (Cap), de la plus proximale à 

la plus distale. Adapté à partir de Roch et Akam 2000. 
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Ultrabithorax (Ubx) spécifie l’identité du troisième segment thoracique (T3) chez les insectes. 

Il est nécessaire au bon développement des appendices qui se développent à ce niveau 

(Weatherbee et al. 1999 ; Tomoyasu et al. 2005). Chez la drosophile, Ubx est exprimé dans les 

disques imaginaux d’haltères, mais pas dans les disques imaginaux d’ailes (sauf dans la 

membrane péripodiale, qui ne contribue pas directement au développement de l’aile) (Figure 

45A). La perte de fonction de Ubx au niveau du segment T3 provoque la transformation des 

haltères en ailes (Lewis 1963 ; Cabrera, Botas, et Garcia-Bellido 1985 ; White et Akam 1985 ; 

White et Wilcox 1985) (Figure 45B). Son activation ectopique au niveau du segment T2 

provoque a l’inverse une transformation des ailes en haltères (Lewis 1955 ; Lewis 1982 ; Micol 

et García-Bellido 1988 ; González-Gaitán, Micol, et García-Bellido 1990) (Figure 45B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Ubx spécifie l’identité de l’haltère. A : Vue dorsale d’une drosophile sauvage. Les haltères sont indiqués 

par des flèches noires. B : La perte de fonction de Ubx due à la combinaison des mutations anterobithorax, postbithorax 

et bithorax-3 transforme le segment T3 en un second segment T2. La drosophile possède alors deux paires d’ailes, il 

s’agit du fameux phénotype bithorax. C : Le gain de fonction de Ubx au niveau du second segment thoracique dû à la 

mutation UbxHM provoque la transformation des ailes en organes semblables à des haltères. Adapté à partir de Lewis 

1982. 

 

Plus tardivement, chez la pupe, Ubx contrôle le développement de petits organes 

mécanosenseurs, les sensilles campaniformes (SC), au niveau des parties les proximales de 

l’haltère. Ces organes sont composés d’un dôme de cuticule auquel est relié un neurone 

sensoriel. Il existe différents types de SC, en fonction de leur morphologie et de leur 

orientation, ce qui les rend sensibles à des stress mécaniques différents et à des déformations 
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très spécifiques de la cuticule. Les SC sont organisées sous forme de complexes répartis de 

manière stéréotypée le long des ailes et des haltères (Cole et Palka 1982). On retrouve des 

complexes de SC au niveau des deux segments les plus proximaux de l’haltère (le scabellum 

et le pedicellus), qui sont homologues aux complexes de SC retrouvés au niveau de l’aile. (Cole 

et Palka 1982). Ubx est nécessaire au développement des SCs de l’haltère au cours de la 

pupariation, et la perte de fonction de Ubx à ce moment précis transforme les SCs de l’haltere 

en SCs semblables à celles retrouvées sur l’aile. Inversement, l’activation ectopique de Ubx 

dans l’aile en pupariation induit la transformation de SCs de l’aile en SCs de l’haltère (Roch et 

Akam 2000). 

Ubx agit à différents niveaux du programme développemental de l’aile, réprimant des gènes 

impliqués dans la spécification dorso-ventrale du disque, régulant la taille de l’organe, sa 

forme, ainsi que la formation de bristles (Prasad, Bajpai, et Shashidhara 2003 ; Mohit et al. 

2006). L’aile et l’haltère sont donc des organes homologues en série, dont le développement 

différentiel repose sur une modulation par Ubx d’un programme développemental par défaut. 

De manière plus générale, la modification de programmes développementaux permettant le 

développement de différentes structures homologues en série est un moteur essentiel de la 

diversification morphologique au cours de l’évolution, qui a largement contribué à 

l’adaptation des insectes à de nombreuses niches écologiques (Ohde, Yaginuma, et Niimi 2013 

; Tomoyasu et al. 2017 ; Hu, Linz, et Moczek 2019). 

L’origine du gène Ubx peut être retracée au cours de l’évolution bien avant l’apparition des 

insectes et de leur schéma corporel. On le retrouve notamment chez les crustacés où il 

participe également au développement du tronc, mais sans y spécifier de différence entre les 

différents segments (Averof et Akam 1995). On le retrouve impliqué dans le schéma corporel 

des arthropodes de manière générale, notamment dans la régulation du développement des 

membres (Ronshaugen et al. 2002), et aussi chez le groupe frère des arthropodes qu’est celui 

des onychophores, ce qui suggère une origine de Ubx antérieure à la divergence 

arthropodes/onychophores (Grenier et al. 1997) (Figure 46). L’orthologue de Ubx provenant 

d’un onychophore (OUbx), Acanthokara kaputensis, exprimé artificiellement chez la 

drosophile, peut provoquer des transformations d’antennes en pattes, et d’aile en haltère de 

manière similaire à Ubx de drosophile. Cependant, contrairement à Ubx, OUbx n’est pas 

capable de transformer l’ectoderme embryonnaire thoracique en ectoderme abdominal, ni 

de réprimer le gène Distal-less (Dll), sélecteur des pattes au niveau thoracique. Des 

expériences utilisant des protéines chimères entre Ubx et OUbx, notamment une protéine 

Ubx dont l’homéodomaine est remplacé par celui de OUbx, montrent que ces divergences 

fonctionnelles sont dues à des régions de Ubx extérieures à l’homéodomaine, qui reste quand 

à lui très conservé à la fois fonctionnellement et en termes de séquence (Grenier et Carroll 

2000). 
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Figure 46 : Implication des gènes 

Ubx et abdA dans le schéma 

corporel des arthropodes. Les 

domaines d’expression des gènes 

Ubx (en rouge) et abdA (en violet) 

sont indiqués sur les schémas 

corporels de différents 

arthropodes et d’un 

onychophore. Lorsque les profils 

d’expression de Ubx et abdA se 

chevauchent (drosophile et 

artémie) ou ne sont pas 

distinguables (centipède et 

onychophore), les deux couleurs 

sont représentées. La limite 

antérieure de l’expression de 

Ubx/abdA varie selon les espèces, 

et est toujours corrélée avec une 

transition de la morphologie des 

appendices le long de l’axe 

antéro-postérieur. Adapté à partir 

de Grenier et al. 1997. 

De nombreuses études ont tenté d’élucider les gènes cibles de Ubx. Les premières études ont 

utilisé des approches par gène candidat, identifiant avec succès des gènes cibles impliqués 

dans la mise en place des axes AP (voie de signalisation Dpp) et DV (voie de signalisation Wg) 

au cours du développement des ailes (Weatherbee et al. 1998 ; Shashidhara et al. 1999). 

D’autres études ont ensuite montré que la protéine Ubx se lie au niveau d’éléments cis-

régulateurs des gènes Spalt et Knot, nécessaires au développement des ailes (Galant et al. 

2002 ; Hersh et Carroll 2005). Enfin, des études ont ensuite tenté des approches à plus large 

échelle, basées notamment sur des puces à ADN, ont permis d’identifier un plus grand nombre 

de gènes cibles directs et indirects de Ubx. Certains ont cherché à identifier les gènes 

différentiellement exprimés entre les disques imaginaux d’ailes et d’haltères afin de révéler 

les cibles potentielles de Ubx dans le disque d’haltère (Mohit et al. 2006 ; Crickmore et Mann 

2006). Une autre étude a cherché à identifier les gènes cibles exprimés différents moments 

du développement des ailes et des haltères (larve, pré-pupe et pupe) pour identifier plus 

spécifiquement les gènes cibles de Ubx au cours du développement de l’haltère. Cette étude 

a montré qu’au cours des différentes étapes du développement de l’haltère, Ubx provoque la 

diminution ou l’augmentation de centaines de gènes différents (Pavlopoulos et Akam 2011), 

tel un « micromanager » (Akam 1998). Elle a permis d’identifier des voies de signalisations 

essentielles pour le développement de l’haltère. Ubx restreint notamment la croissance de 

l’haltere afin d’en faire un organe de petite taille en limitant la diffusion du morphogène Dpp. 

Cela a lieu en augmentant l’expression du gène codant pour un récepteur de Dpp, thickveins 

(tkv), et par la répression du gène division abnormally delayed (dally) impliqué dans sa 

circulation.  



95 
 

La différence de taille entre les ailes et les haltères est visible tout au long du développement, 

les disques imaginaux d’ailes contenant environ 50 000 cellules en fin de stade larvaire, alors 

que les disques imaginaux d’haltères n’en contiennent qu’environ 10 000 (Martin 1982). Des 

expériences de séquençage après immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-seq) suggèrent 

que les gènes dally et tkv sont des cibles directes de Ubx (ChIP-seq) (Crickmore et Mann 2006 

; Makhijani et al. 2007). Ubx se lie au niveau des séquences cis-régulatrices du gène CG13222 

(Cuticular protein 47Ee ou Cpr47Ee) et régule son expression positivement dans le disque 

imaginal d’haltère. Cela illustre le fait que Ubx ne fait pas que réprimer des gènes acteurs du 

développement des ailes, mais active également de nouveaux acteurs requis pour le 

développement de l’haltère (Hersh et al. 2007a). La régulation des voies Hippo et Akt par Ubx 

permet aussi de réguler la taille de l’organe. Cela passe par la modulation de facteurs de 

signalisation, comme le gène yorkie (yki), expanded (ex) et le microARN bantam (ban), 

impliqués dans la prolifération, la survie cellulaire (Slattery, Ma, et al. 2011) et le contrôle de 

la taille des organes (Zhang, Yue, et Jiang 2009). Ces voies de signalisations contrôlent aussi 

spécifiquement des caractères comme l’organisation des trichomes, qui reflètent l’identité de 

l’haltère (Singh, Sánchez-Herrero, et Shashidhara 2015). Plus généralement, les études de 

ChIP-seq accompagnées de transcriptome ont fourni une liste complète des gènes cibles 

directs de Ubx au cours du développement des haltères (Slattery, Ma, et al. 2011 ; Choo, 

White, et Russell 2011 ; Agrawal et al. 2011). Un grand nombre des gènes cibles de Ubx codent 

eux-mêmes pour des facteurs de transcription (FT) et/ou des composants essentiels des voies 

de signalisation. De plus, certains motifs reconnus par les FTs tels que Homothorax (Hth), 

Trithorax-like (Trl, GAGA-factor/GAF) ou Mother Against Decapentaplegic (MAD) sont 

enrichies à proximité des séquences liées par Ubx. Cela suggère que Ubx s’associe avec un 

certain nombre d’autres FTs pour la réguler ses gènes cibles (Mann, Lelli, et Joshi 2009 ; 

Merabet et Mann 2016). 

La forme sphérique et la taille réduite des haltères les différencient des ailes de manière 

frappante. Des travaux ont montré que la forme caractéristique des haltères pouvait résulter 

de l’activité de Ubx au niveau de certains composants de la matrice extracellulaire (MEC) (De 

Las Heras et al. 2018). Ces composants de la MEC sont produits par les corps gras et acheminés 

vers les disques imaginaux via l’hémolymphe. Ubx semble donc contrôler la stabilité des 

composants de la MEC en réprimant l’expression du gène Mmp1 (Matrix Metalloprotease 1) 

au niveau du pouch du disque imaginal d’haltère. Mmp1 est une enzyme contrôlant le 

renouvellement de la MEC en dégradant ses composants et est abondante dans le disque 

d’aile. La répression de Mmp1 par Ubx permet d’augmenter la persistance des éléments de la 

MEC, ce qui limite l’expansion du disque d’haltère, tout en empêchant l’apposition des 

couches de cellules dorsales et ventrales nécessaires pour la formation d’une aile plate. La 

répression de Mmp1 permet ainsi à Ubx de contrôler la morphologie de l’haltère directement 

en jouant sur la vitesse de dégradation de la MEC (De Las Heras et al. 2018). 
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L’haltère est apparu indépendamment au moins deux fois au cours de l’évolution, chez les 

diptères mais aussi chez un groupe d’insectes plus proche phylogénétiquement des 

coléoptères : les strepsiptères (Wigglesworth 1946 ; Wiegmann et al. 2009 ; McKenna et 

Farrell 2010) (Figure 47A). Ces insectes énigmatiques ont un mode de vie basé sur le 

parasitisme entomophage. Ils sont capables de parasiter des hôtes divers (plus de 34 familles 

d’insectes, appartenant à 7 ordres différents, tels que certaines guêpes) et présentant un 

dimorphisme sexuel extrême. Alors que le mâle se métamorphose en imago capable de voler 

après avoir émergé de son hôte, la femelle vit en total endoparasite de son hôte et présente 

une forme de pédomorphose, la néoténie : elle reste sous une forme larvaire, tout en ayant 

atteint la maturité sexuelle (Chafino et al. 2018 ; Kathirithamby 2018). Le mâle adulte présente 

un schéma corporel inverse de celui des diptères au niveau des appendices thoraciques : une 

paire d’haltères au niveau du segment T2, et une paire d’ailes au niveau du segment T3 (Figure 

47 B et E). Les haltères des strepsiptères sont très similaires à ceux des diptères tant en termes 

de morphologie qu’en termes de fonction (Pix, Nalbach, et Zeil 1993) (Figure 47 C, D, F, et G). 

Ceci est un exemple frappant de convergence évolutive, cependant le rôle des gènes Hox dans 

ce processus reste sujet à spéculations : est-ce l’orthologue de Ubx qui est ici responsable du 

développement de l’haltère en s’exprimant dans le segment T2, ou bien l’orthologue de Antp 

s’exprimant dans le segment T2 qui a acquis la fonction de spécifier le développement de 

l’haltère ? (Akam et al. 1994) Le fait que cet organisme soit rare et difficile à collecter est un 

obstacle majeur pour répondre à cette question (Yarger et Fox 2016). 

 

  



97 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Convergence évolutive entre les haltères des diptères et des strepsiptères. A : Arbre phylogénétique de 

la classe des insectes. Le rectangle en tiret souligne le fait que les strepsiptères sont plus apparentés aux coléoptères 

qu’aux diptères. Adapté à partir de Boussau et al. 2014.  B : Vue dorsale d’un strepsiptère mâle adulte. Les haltères 

(flèches noires) se développent au niveau du second segment thoracique, antérieurement par rapport aux ailes. Adapté 

à partir de McKenna et Farrell 2010. C : Cliché de microscopie électronique à balayage d’un haltère de strepsiptère 

(Xenos vesparum). Les flèches indiquent les champs dorsaux et ventraux de sensilles campaniformes présents au 
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niveau proximal de l’appendice. D : Agrandissement du champ ventral de sensilles campaniformes. Adapté à partir de 

Pix, Nalbach, et Zeil 1993.  E : Vue dorsale d’une drosophile sauvage. Les haltères sont indiqués par des flèches noires. 

F : Cliché de microscopie électronique à balayage d’un haltère drosophile. On observe également la présence de 

champs de sensilles campaniformes. G : Agrandissement d’un champ de sensilles campaniformes proximal. Cela illustre 

la similarité morphologique entre les haltères de strepsiptères et de diptères, malgré leur apparition indépendante au 

cours de l’évolution. Adapté à partir de Cole et Palka 1982.  
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Chapitre II : Résultats 

 

Partie 1 : Hox dosage and the control of flight appendage morphology in insects 

 

Cet article est issu du projet de recherche principal d’une autre étudiante en thèse, Rachel 

Paul, auquel j’ai pu contribuer. Pour cela, j’ai réalisé les expériences mettant en évidence la 

régulation de Antp par Hth (Expanded view 9) à l’exception de l’analyse des données de ChIP-

Seq et de FAIRE-Seq. J’ai réalisé les immunomarquages en contexte d’augmentation de la dose 

de Antp (Figure 3G). J’ai participé à l’acquisition des immunomarquages de Ubx et Antp chez 

les différentes espèces étudiées, ainsi qu’à la prise de clichés illustratifs et servant à la mesure 

de leurs organes de vol. J’ai également participé aux dissections nécessaires pour réaliser les 

PCR quantitatives (Figure 1). J’ai acquis les images ayant permis la mesure des ailes de 

drosophile sauvages et lors de la perte de fonction de Antp (Expanded view 8 D’). J’ai acquis 

les clichés de microscopie électronique, à l’exception de ceux de l’Expanded view 10. 
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Abstract 

Flying insects have invaded all niches on Earth and this astonishing radiation could not have 

been possible without a remarkable morphological diversification of their flight appendages.  

Here, we show that wing morphology from evolutionary distant four-winged insect species is 

associated with the differential expression of two Hox genes, Antennapedia (Antp) and 

Ultrabithorax (Ubx). Interestingly, species with similar or dissimilar pairs of wings display 

similar or distinct Hox expression levels in their forewing and hindwing primordia, 

respectively. Importantly, we find that wing formation also requires Hox gene expression and 

that different doses of Antp or Ubx specify flight appendage morphology in the fruit fly 

Drosophila melanogaster.  We propose that Hox dosage variation is a major determinant of 

flight appendage diversification during insect evolution.  
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Insects have developed various strategies for flying in the air, which is reflected at the level of 

their flight appendages. For example, insects can use two pairs of wings with similar or 

dissimilar morphology (as observed in different orders, including Odonata, Hymenoptera and 

Lepidoptera), or only one pair of wings and the other pair of wings transformed as a protective 

envelope (the elytra in Coleoptera) or a balancing organ (the halteres in Diptera). What are the 

molecular mechanisms underlying such morphological diversification? 

Most of our current understanding stems from work in the fruit fly Drosophila 

melanogaster and the beetle Tribolium castaneum. A similar scenario is observed in those two 

species: the Hox gene Ultrabithorax (Ubx) represses the formation of the second thoracic (T2) 

flight appendage and promotes the development of the third thoracic (T3) flight appendage, 

while the Hox gene Antennapedia (Antp) has no obvious function in flight appendage formation 

on the T2 segment (Agrawal, Habib, Yelagandula, et L S Shashidhara 2011; Carroll, 

Weatherbee, et Langeland 1995 ; Hersh et al. 2007 ; Pavlopoulos et Akam 2011b; Prasad N, 

Tarikere S, Khanale D, Habib F 2016; Tomoyasu, Wheeler, et Denell 2005). These observations 

led to the assumption that Ubx shares a role in T3 flight appendage development while T2 flight 

appendage formation is Hox-free in insects (Carroll et al. 1995 and Scott D Weatherbee et al. 

1999). Analyses in different butterfly species confirmed the role of Ubx (Scott D Weatherbee 

et al. 1999 and Tong et al. 2014) but also revealed that Antp could be involved in the evolution 

of butterfly-specific wing patterns (Saenko, M. S. P. Marialva, and Beldade 2011), underlining 

that T2 flight appendages could require the input of Hox genes in some instances. To assess 

whether the Hox-free state model could be generalized or not among the insect kingdom, we 

analyzed Antp and Ubx expression in the flight appendage primordia of four-winged insect 

species of the orders Odonata, Hymenoptera and Lepidoptera, covering more than 350M years 

of insect evolutionary time (Misof et al. 2014). Insect species were chosen according to their 

flight appendage formula on the T2 (forewings, FWs) and T3 (hindwings, HWs) segments, 

exhibiting either similar (the damselfly Ischnura elegans: Fig. 1A) or different (the bee Apis 

melifera with smaller HWs and the silkworm Bombyx mori with FW and HW of different shape: 

Fig. 1A) morphologies. Immunofluorescence assays with Antp and Ubx cross-species 

antibodies revealed Antp nuclear staining in both the FW and HW primordia in all studied insect 

species, whereas Ubx nuclear staining was mostly restricted to the HW primordium (Fig. 1).  

RT-qPCR experiments were also performed to quantify Antp and Ubx mRNA expression level 

in each flight appendage primordium (see materials and methods and Expanded views 1-3). 

Results showed that the overall Antp+Ubx mRNAs expression level was similar between the 

FW and HW primordium in Ischnura elegans (with HW/FW ratio equal to 1,19: Fig. 1), but 
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not in Apis melifera and Bombyx mori (with respectively 2 times and 3,5 times higher Hox 

expression level in the HW primordium: Fig. 1). The expression of Antp in the wing 

primordium of all tested insects, together with the correlation of Hox level variation and wing 

morphological differences, are challenging the Hox-free state model in wing formation. We 

thus decided to further explore the potential role of the Hox dosage in flight appendage 

formation, using the genetically tractable Drosophila melanogaster as a model system. 

 Pioneer work showed that Antp was neither expressed in the wing primordium region 

that will give rise to the distal wing blade (the so-called “pouch”) nor required for wing blade 

formation in Drosophila (Carroll et al. 1995). These results were acquired more than two 

decades ago, with no information on Antp expression in the wing primordium (the wing 

imaginal disc) of early L1 and L2 larval stages. We thus repeated immunofluorescence assay 

in the wing imaginal discs, from early to late larval developmental stages. Our staining 

reproduced the previously characterized expression profile of Antp in the hinge and notum 

regions of the L3 wing disc (Fig. 2A). However, we also revealed an additional expression 

pattern in the pouch region, with a homogenous distribution at the L1 larval stage that becomes 

progressively restricted to the ventral (V) and dorsal (D) sides, and a specific expression in few 

cells along the DV boundary of the pouch from L2 to mid-L3 larval stages (Fig. 2A-B and 

Expanded view 4). Both the increased sensitivity of the Antp antibody (Expanded view 4) and 

the improved staining protocol (see materials and methods) most likely explain why this 

expression profile has been missed before. The novel expression profile of Antp in the wing 

disc pouch was also reproduced with a GFP antibody recognizing an endogenous Antp-GFP 

fusion protein that we generated (see materials and methods) and with the P1 autoregulatory 

element of Antp (Carroll et al. 1995, Papadopoulos et al. 2019, and Expanded View 4). In 

addition, recent single cell RNA-seq data performed in the wing disc confirmed that Antp was 

co-expressed with several wing-specifying genes in the pouch (Deng et al. 2019 and Expanded 

view 5). In contrast, Antp was only expressed in the peripodial membrane and at very low level 

in a few cells of the hinge part in the haltere imaginal disc (Expanded View 6). The expression 

of Antp in the pouch was also specifically lost in the Cbx mutant background that leads to 

anterior expression of Ubx and T2 wing-to-haltere transformation (Expanded View 6). More 

importantly, the Ubx mutant background leading to the four-winged fly exhibited the de novo 

wing-like expression pattern of Antp in the pouch of the T3 haltere-to-wing transformed disc 

(Expanded View 6).  Together, these observations confirmed that Antp expression in the wing 

disc pouch is specifically linked to the wing developmental program.  



103 
 

 Considering the novel expression profile of Antp in the wing disc pouch, we asked 

whether it is of any functional relevance for the proper development of the wing. Subtle wing 

phenotypes have previously been described in mutant clones for Antp (Struhl 1981, Struhl 

1982) and Antp was shown to induce wing-like structures in the head under particular ectopic 

expression conditions in Drosophila (Kurata et al. 2000, Prince, et al. 2008). Here, we 

specifically targeted Antp expression in the wing disc pouch region by using CRISPR/Cas9 

(Bassett et Liu 2014) with different Gal4 drivers. The specificity of gRNAs against Antp was 

validated in the embryo and haltere and leg imaginal discs (Expanded view 7). Abolishing 

Antp expression in the whole pouch of the wing disc with the MS1096-Gal4 driver (Expanded 

view 8) led to strong wing size reduction and weak margin defects (Fig. 2B-B’). A similar 

phenotype was observed when Antp was targeted by using RNA-interference (Dietzl, Chen, 

Schnorrer, K. C. Su, et al. 2007 and Expanded view 8). Because the wing margin originates 

from cells located along the DV boundary of the pouch, we specifically targeted Antp 

expression in these corresponding cells by using the Distalless (Dll)-Gal4 driver (Expanded 

view 8). Under this condition, we observed strong wing margin defects but no obvious wing 

size reduction (Fig. 2C). The wing phenotypes induced by the loss of Antp upon CRISPR/Cas9 

were correlated with the altered expression profiles of genes involved in wing disc growth 

(Mad, nubbin (nub) and spalt (sal)) and wing margin formation (wingless (wg), Fig. 2D-D’). 

Together these results established that the expression of Antp in the wing disc pouch is required 

for the proper wing blade formation in the adult fly.  

 We next sought to identify potential upstream regulators of Antp in the wing disc pouch. 

We thus searched for genes with similar expression profiles and characterized roles in wing 

formation. We found the expression of the Hox cofactor Homothorax (Hth) (Merabet and Mann 

2016) and Antp to overlap, both in the hinge region and in the dorsal and ventral parts of the 

pouch (Expanded views 5 and 9). Moreover, Antp expression in the dorsal and ventral part 

was lost when hth function was compromised in the wing disc pouch, resulting in malformed 

adult wings (Expanded view 9), while the loss of Antp did not affect the expression of Hth 

(Expanded view 9). In addition, ectopic expression of hth in the whole pouch of the wing disc 

was sufficient to induce high Antp expression levels in the same cells (Expanded view 9). This 

effect was followed by wing-to-haltere transformation phenotypic traits (Expanded view 9). 

Finally, the analysis of Hth Chip-seq data performed in the wing imaginal discs (McKay et Lieb 

2013, Kribelbauer et al. 2020) revealed a significant binding on the P1 cis-regulatory region 

and another putative enhancer of Antp (Expanded view 9). Thus, Hth could directly regulate 

the expression of Antp in the wing disc pouch. Interestingly, Hth was recently described as a 
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transcriptional repressor of Ubx in the haltere imaginal disc (Delker et al. 2019), highlighting 

that this regulator differentially controls Hox gene expression in the different flight primordia.  

 The wing-to-haltere transformation phenotype observed upon the hth-induced 

expression of Antp suggested that the functional output of Antp might depend on its expression 

level. To test this hypothesis, we asked whether Antp could directly substitute Ubx and rescue 

the four-wings Ubx mutant phenotype. Intriguingly, similar to Ubx (Expanded view 10 and 

Casares, Calleja, et Sánchez-Herrero 1996), high levels of Antp expression were sufficient to 

control/drive haltere formation (Expanded View 10), which was not the case for another Hox 

gene, Deformed (Dfd, Expanded View 10). The haltere rescue assays showed that haltere 

formation was tightly linked to a high dose of Hox gene products. We, therefore, compared 

more precisely the expression level of Antp and Ubx in the wing and haltere disc pouch. 

Immunostaining with Antp and Ubx antibodies revealed that Ubx was 18,5 times more strongly 

expressed than Antp (Fig. 3A-C). Because the affinity could be different between the two 

antibodies, we also used the Antp-GFP and Ubx-YFP lines for quantifying the expression level 

with the same anti-GFP antibody. This analysis revealed that Ubx expression levels were 10 

times higher than Antp levels (Fig. 3D-F), confirming that the wing and haltere developmental 

programs are linked to distinct Hox doses. To further evaluate the impact of the Hox dose on 

the wing and haltere development, we gradually modified the Hox expression level in the pouch 

of the wing and haltere discs. These genetic experiments showed that a gradual increase of Antp 

level in the wing pouch led to a progressive decrease of the wing size (Fig. 3G-G’). Importantly, 

the wing resembled to a haltere in terms of size, shape and hairs organization when the 

expression level corresponded to 490% of endogenous Antp (5 times higher than endogenous 

Antp, Fig. 3G-G’). Conversely, a gradual loss of Ubx led to a progressive increase of the haltere 

size, and characteristic wing-like phenotypic traits (including veins, hairs organization and 

flattening) eventually appeared when the level decreased to 39% of endogenous Ubx (2,5 times 

lower than endogenous Ubx, Fig. 3H-H’). In both cases, intermediary levels led to intermediary 

phenotypes. In combination with the rescue experiment, these results demonstrated that the 

formation of wing or haltere is not dependent on a specific Hox protein (here Antp or Ubx) but 

on a specific Hox dose in Drosophila.  

The direct impact of the Hox dose on morphological diversification in animals remains 

surprisingly poorly investigated, and only two examples are known, the control of the size and 

number of digits in vertebrates (Zákány et al. 1997) and the leg length in a water strider species 

(Refki et al. 2014). Previous work described the importance of autoregulation to buffer against 

increases in Ubx protein level (Crickmore, Ranade, et Mann 2009) and the fine-tuning of Ubx 
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transcription in a compartment-specific manner within the haltere imaginal disc (Delker et al. 

2019). Interestingly, recent studies showed that the nutritional status could control the level of 

Ubx in a rice planthopper insect, with long and short wings linked to a low and high level of 

expression, respectively (Fu et al. 2020 and Li et al. 2020). In this study, we reveal the 

importance of the Hox dosage in the course of wing evolution both by expression analyses in 

several insect species and genetic arguments in Drosophila (Figure 4). We propose that Hox 

dosage variation is an underestimated yet likely widely used molecular strategy to diversify 

Hox activity and thereby morphologies during animal evolution.  

 

 

METHODS  

Drosophila strains 

Drosophila strains were cultured following standard procedures at 25°C. Yellow white was used 

as a wild-type strain. Hox constructs fused to the C-terminal fragment of Venus (VC) have 

previously been used (Hudry et al. 2012). Antp-GFP fly line was generated by using the 

corresponding MiMIC fly line (AntpMI02272, line 33187 at the Bloomington stock center) for 

inserting the GFP-encoding fragment (MiMIC injection service of Bestgene Inc.), as described 

(Venken et al. 2011). The Ubx-YFP fly line is from the Cambridge protein trap project Flyprot 

(line CPTI-000601). The UAS-Antp-gRNAs construct was designed as previously described 

(Port et Bullock 2016). Suitable gRNAs, which bind in the first exon, were identified using the 

webtool CRISPR Optimal Target Finder (http://targetfinder.flycrispr.neuro.brown.edu). Four 

different gRNAs were cloned together into the pCFD6 plasmid according to the protocol 

published on https://www.crisprflydesign.org (Antp-

gRNA1:GATGACGCTGCCCCATCACA, Antp-gRNA2:GGCCGTTGTAGTAGGGCATG, 

Antp-gRNA3:GGCGGGATCAGCAGACGCTG, Antp-

gRNA4:GGTTCTGATGGACCTGTGAT). The pCFD6-UAS-Antp-gRNAs construct was 

injected by BestGene  (attP5, third chromosome).  Primers and sequence maps are available 

upon request. The following GAL4 and UAS stocks were used: Ubx-GAL4LDN (de Navas, 

Garaulet, et Sánchez-Herrero 2006), UbxHM (Pavlopoulos et Akam 2011c), abxpbxbx (de 

Navas et al. 2006), Nab-Gal4 (Pavlopoulos et Akam 2011c), Dll-Gal4 (Calleja et al. 1996), 

MS1096-Gal4 (Bloomington, #8696), MS209-Gal4 (Bloomington, #25676),  AntpP1-Gal4 

(Bloomington, #26817), Nubbin-Gal4 (Bloomington, #25754), UAS::hthRNAi (hthKK108831 line 

http://targetfinder.flycrispr.neuro.brown.edu/
https://www.crisprflydesign.org/
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from VDRC), UAS::AntpRNAi (Bloomington #27675), UAS::UbxRNAi (UbxGD5049 from 

VDRC).        

                 

Immunofluorescence Assay in Drosophila imaginal discs 

Imaginal discs were fixed following dissection in 4% paraformaldehyde (methanol free) for 15 

min. Washes were done with 1×PBS 0.1%TritonX solution (PBTx). Samples were then blocked 

with 2% BSA solution for 2h. Primary antibodies were incubated for 24h at 4°C and then 

washed in PBTx and secondary antibodies incubated for 2h at room temperature. Samples were 

then washed in PBTx and mounted in Vectashield (Vector laboratories) for confocal 

acquisition. Primary antibodies used were mouse anti- Antp 4C3 (1:20; DSHB); mouse anti- 

Antp 8C11 (non-diluted ;DSHB) ; mouse anti-Ubx FP3.38 (1:200; DSHB) ; mouse anti- 

Ubx/ABD-A FP6.87 (1:20; DSHB) ;    rabbit anti-GFP PABG1 (1 :500 ; Chromotek); rabbit 

anti-PDM1 (nubbin, 1 :500 ; from J. Enriquez lab) ; mouse anti-Wg 4D4 (1:200; DSHB); rabbit 

anti-Spalt (1:200) and anti-Hth (1:200) antibodies (from J. Enriquez lab).       

 

Immunofluorescence Assay in Ischnura, Apis and Bombyx flight primordia/imaginal discs 

Wing primordia (Ischnura elegans and Apis mellifera) or imaginal discs (Bombyx mori) were 

fixed following dissection in 4% paraformaldehyde (methanol free) for 15 min. Washes were 

done with 1×PBS 0.3%TritonX solution (PBTx). Samples were then blocked with 2% BSA 

solution for 24h. Primary antibodies were incubated for 48h at 4°C and then washed in PBTx 

and secondary antibodies incubated for 24h at 4°C. Samples were then washed in PBTx and 

mounted in Vectashield (Vector laboratories) for confocal acquisition.  

 

Microscopy and Imaging 

All the fluorescence microscopy images of imaginal discs and wing primordia were captured 

using confocal Leica SP8. Images were recorded at a 1024x1024 pixel resolution using oil 

objective 40x. Expression intensity of GFP, Antp and Ubx was determined using the histogram 

function of the FIJI Software. Briefly, threshold was adjusted (using the « Image calculator» 

function) to create an image containing all positive nuclei (using the « Substract » function) that 

were analyzed for fluorescence quantification (using the « analyze particles » function) and 

deduce the mean fluorescence intensity. The adult Drosophila appendage phenotype images 

were taken by Scanning electron microscope Hirox SH-3000. The adult wing and haltere were 

isolated from the rest of the insect body to allow for better manipulation while mounting 

samples. Picture of adult insects were taken with a Keyence VHX7000 microscope.  
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Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) 

Tissue, RNA collection and Reverse Transcription (RT): 

Tissues were collected either from larvae (Bombyx mori), or from nymphs (Apis mellifera, and 

Ischnura elegans). T2 and T3 wings imaginal discs or wings primordia were collected 

separately, and dissections from 3 to 4 individuals were pulled in each sample. RNA was 

extracted using NucleoZol (Macherey-Nagel). RNA concentration was evaluated using Qubit4 

fluorometer (ThermoFisher). RT was carried out 5 minutes at 70°C followed by 1 hour at 42°C 

in 20 μl reactions containing 0.5 mM dNTP each, 10 mM DTT, 0.5 μg oligo(dT)15 (Promega) 

and 200 U of M-MLV-Reverse Transcriptase (Promega). 

 

Primers design and real-time qPCR: 

All primers were designed to have comparable biochemical properties (%GC content and 

melting temperature). For Antp and Ubx, primers were designed within the highly conserved 

homeodomain (HD) common to most different transcripts to avoid excluding any transcripts 

with putative transcriptional activities (Supplementary Table 1 and Expanded view 1). Because 

Ubx sequence is not identified in Ischnura elegans, we used a low-stringency annealing 

temperature to amplify its HD with primers derived from the HD of Limnoporus dissortis. The 

amplified fragment was separated in a 2% agarose gel, cloned into pCR II TOPO vector using 

the TOPO TA cloning kit (Thermo Fisher Scientific) and sequenced. The obtained Ubx 

sequence for Ischnura elegans undoubtedly match those of the Ubx HD in the other studied 

species and was used to design new specific primers for the qPCR.  

Real-time PCR was conducted in a 10 µl reaction containing 0,1% of RT product, 2 μM of each 

dNTP, 10 pmol of each primer and 5µl of Sybergreen mix (iTaq Universal SYBR Green 

Supermix Biorad). For each set of primers, amplification efficiency was first tested using a 

gradient of annealing temperatures in order to harmonized annealing temperature for all sets. 

For all PCR reactions, cDNA was denatured 10 minutes at 95°C and amplified for 40 cycles in 

a two steps program as following: 30 seconds at 95°followed by 30 seconds annealing and 

polymerization at 65°. For each set of primers, standard curves were performed using serial 

dilution of the amplicon based on the calculation of the molecular weight specific to each 

amplicon. Finally, standard curves were used to calculate mRNA copy numbers in the analyzed 

samples (Expanded view 2). The amount of template was adjusted to equal quantity between 

samples within the same tissue of the same species based on the level of Tubulin (Tub) for Apis 

melifera and Bombyx mori, or the level of Actin (Act) for Ischnura elegans. 
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ChIP seq analyses 

Fastq files for Hth ChIP-seq in the wing imaginal discs were downloaded from NCBI GEO 

datasets (GSM3578084 and GSM3578085) and aligned to the dm6 assembly using the bwa-

mem software (Li et Durbin 2009). Sam files were further converted to bam, duplicate reads 

removed and sorted using the samtools package, version 1.9 (Li H, 2009). The bamCompare 

function from the Deeptools package (version 3.1.3, (Ramírez et al. 2016)) was used to generate 

the input normalized bigwig file. The FAIRE seq wiggle files for the haltere and wing imaginal 

discs were obtained from the NCBI GEO datasets (GSM948716 and GSM948717). The 

reference assembly was modified to dm6 version using the CrossMap software (Zhao et al. 

2014). All alignments were visualized using the IGV software (version 2.8.0) (Robinson et al. 

2011) and Hth binding site prediction was performed using the MAST program (version 5.1.1) 

(Bailey et Gribskov 1998) from the MEME suite. 

 

Single-cell RNA-seq data analysis 

Feature-barcode matrices was retrieved from the NCBI Gene Expression Omnibus 

repository under the accession numbers GSM3902311. Further analysis was performed using 

the Seurat R package v3.1 (Butler et al. 2018 and Stuart et al. 2019). We first normalized the 

data. Next, the data were scaled. Using the FindVariableFeatures function, 3,000 features were 

identified as highly variable from cell-to-cell. We then performed linear dimensional reduction 

using the Principal Component Analysis (PCA) method including 50 Principal Components 

(PCs) and to visualize the data we used the Uniform Approximation and Projection method 

(UMAP) (McInnes et al. 2018). We used the WhichCells function to select the nubbin positive 

cells from the wing imaginal disc epithelial cells. 

 

Statistical information 

Statistical analyses were performed with Excel 2010 (Microsoft) and considered statistically 

significant at a Pvalue<0,05. When normality or equal variance between samples was achieved, 

an unpaired two-tailed t-test was used. When normality or equal variance of samples failed, 

nonparametric tests such as the Wilcoxon signed-rank test were performed. All values are 

presented as mean ± SD. The number of experiments and samples are indicated in the figure 

legends. All pairwise comparisons were two-tailed. The investigators were not blinded to 

allocation during experiments and outcome assessment. 
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Figure 1. Antp and Ubx are expressed in the flight appendage primordia of evolutionary 

distant insect species. Simplified insect evolutionary tree with illustrated pictures of insect 

species used in this study (the timescale is given in Million (M) years). Individual forewings 

(FW, surrounded in blue) and hindwings (HW, surrounded in green) are shown below each 

adult species. Graphs on the right show the quantification of the adult FW and HW area (n=20). 

The HW/FW ratio indicates the size difference between the two pairs of wings.  The expression 

profile of Antp and Ubx (in red) is shown in the full FW and HW primordium (top) and in 

enlargements (yellow box) on few cells to better highlight the specific nuclear staining (with 

nuclear DAPI co-staining in cyan). Fluorescent immunostaining was reproduced from three 

independent experiments (n=8 for Ischnura elegans; n=10 for Apis mellifera and n=12 for 

Bombyx mori). Graphs on the right show RT-qPCR quantification for Antp and Ubx mRNA 

from dissected FW and HW primordia of late nymph (Ischnura elegans, n=9) and pharate pupa 

(Apis mellifera, n=12) or from imaginal discs of 5th instar larva (Bombyx mori, n=12). The 

HW/FW ratio is calculated based on the total Antp+Ubx mRNA expression level in each 

primordium. Bars represent mean ± SD of three independent experiments.  
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Expanded view 1. Design of qPCR primers. A-B. Amino‐acid sequences alignments for Antp (A) 

and Ubx (B) homeodomains (HD) in Drosophila melanogaster, Apis mellifera, Ischnura elegans 

and Bombyx mori. Red boxes frame the amino‐acid sequences in which all primers were chosen 

except for Ubx in I. elegans. C-D. Nucleotide sequence alignment of Antp (C) and Ubx (D) HDs 

from different insect species, as indicated. Primers used for qPCR are underlined in yellow. 
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Expanded view 2. qPCR primers analysis. Standard affinity curves for Antp (in red) and Ubx (in blue) 

in Apis mellifera (A), Bombyx mori (B), and Ischnura elegans (C). Line graphs show the cycle threshold 

(Ct) according to the log of each initial copy number.  Equations and R
2
 for linear regression are 

indicated. 
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Expanded view 3. Control RT-qPCR of Antp and Ubx in the leg primordia of the second (LT2) and 

third (LT3) thoracic segment in Ischnura elegans (A), Apis mellifera (B) and Bombyx mori (C). 

Bars represent mean ± SD of three independent experiments.  
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Figure 2. The expression of Antp in the wing disc pouch is important for proper formation 

of the Drosophila adult wing blade. A. Expression profile of Antp (green) in the wing disc at 

the larval stages 1 (L1), 2 (L2) and 3 (L3). The pouch region is outlined (yellow dotted line) 

and enlarged (red box) to better show the typical expression pattern that becomes progressively 

restricted to the ventral and dorsal sides. Yellow arrow depicts the peculiar profile in cells across 

the dorsal-ventral boundary of the pouch, which is apparent from L2 to mid-L3 larval stages. 

The pouch (p), hinge (h) and notum (n) regions are indicated in the L3 wing disc. This 

expression profile was observed in four independent experiments (n=25). B. Illustrative SEM 

pictures of adult wings from control (MS1096-Gal4 driver with UAS-Cas9, n=18) and Antp 

mutant (MS1096-Gal4 driver with UAS-Cas9 and UAS-gRNAs against Antp, n=25) males, as 

indicated. The yellow star indicates wing margin defect (observed in 61% of dissected wings). 

B’. Quantification of the wing area in the control (1) and Antp-mutant (2) flies. The loss of Antp 

induces a significant reduction of the wing size (***Pvalue<0,0001). Bars represent mean ± 

SD of three independent experiments. C. Illustrative SEM picture of a CRISPR/Cas9-induced 

Antp mutant wing with the Distalless (Dll)-Gal4 driver. This context does not affect wing size 

but leads to strong reproductible wing margin defects (19/21 dissected wings from two 

independent experiments).  D. Co-expression of Antp (red) with wing specifying genes (green) 

in the pouch of wild type L3 wing disc, as indicated. D’. Expression of wing specifying genes 

(red) upon CrispR-Cas9-induced loss of Antp in the wing disc pouch with the MS1096-Gal4 or 

Distalless (Dll)-Gal4 driver, as indicated. Yellow arrows depict sites with affected expression. 

The number of discs with affected expression among the total number of dissected discs from 

two independent experiments is indicated (n).  
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Expanded view 4. Antp expression in the wing disc pouch. A. Illustrative Antp staining (green) across different stacks (each 

stack is 0.2um) of a confocal acquisition of mid-L3 wing disc. Note the homogenous expression in the dorsal and ventral 

sides of the pouch (yellow dotted line) and the line of low- and few high-expressing cells along the dorsal-ventral boundary 

of the pouch (yellow arrows). B. Antp staining (green) with the historical 4C3 antibody that has previously been used for 

the first description of Antp expression in the wing imaginal disc 
5
. C. Antp staining (green) with the 8c11 antibody used in 

this study. Pictures on the right are 3D-plot projection made with Fiji to better highlight the zones with high and low levels 

of expression (the low-to-high expression level follows the cyan-white-green-yellow-red color gradient). D. GFP staining 

(green) of the mimic-modified line homozygous for endogenous Antp-GFP. A L2 and L3 wing disc is shown. The pouch is 

outlined (yellow dotted line). E. Expression of the UAS-mCherry reporter (magenta) driven by the P1-Antp promoter in 

front of Gal4 in mid-L3 wing disc.  This driver shows more intense staining across the dorsal-ventral boundary of the pouch 

(yellow arrow). The pouch is outlined (yellow dotted line). All profiles were observed in two independent experiments 

(with a minimum n=10). 
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Expanded view 5. Wild-type L3 wing disc single cell RNA-seq data recapitulates the ANTP expression 

profile obtained from immunostaining. A. Virtual discs built to predict gene expression pattern of 

nubbin (nub), teashirt (tsh), Antp, and Ultrabithorax (Ubx). The yellow‐to‐dark red colour code 

symbolises the weak‐to‐high gradient expression level. The corresponding expression level deduced 

from RNA‐seq in the group of wing epithelial cells is shown (with a light‐to‐dark red gradient symbolizing 

low‐to‐high expression levels). The normalized expression level is plotted on a UMAP projection from 

the whole wing disc. A small group of myoblast cells is also shown below for comparison with the group 

of wing epithelial cells. B. UMAP projections of pouch cells sub‐set by marker gene nub and colored by 

the expression levels of nub, tsh, Antp and Ubx. C. UMAP projections of pouch cells coloured by the 

expression levels of homothorax (hth), nab, spalt-major (salm), and wingless (wg). 
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Expanded view 6. Expression of Antp and Ubx in transformed wing or haltere. A. Illustrative SEM 

picture of adult wild type haltere and expression of Ubx or Antp (green) in the wild type haltere disc. 

Antp is weakly expressed in a few cells of the hinge (yellow arrow) and in surrounding mesodermal 

cells (yellow star).  B. Illustrative SEM picture and expression of Ubx or Antp (green) of the T2 wing‐

to‐haltere transformed tissue in Ubx
HM

 homozygous individuals. 100% of individuals displayed the 

same phenotype. The transformation of the wing into a haltere correlates with the loss of Antp and 

the gain of Ubx expression in the pouch. C. Illustrative SEM picture and expression of Ubx or Antp 

(green) in the T3 haltere‐to‐wing transformed disc of Ubx
LDN

/abxpbxbx individuals. 100% of 

individuals displayed the same phenotype. Note the strong decrease of Ubx and the gain of Antp 

expression in the pouch (yellow arrows), which is reminiscent of the normal Antp profile in the wing 

pouch.  The pouch region is outlined in the wing and haltere disc (yellow dotted line). Laser power 

(LP) used for confocal acquisition is indicated. D. Quantification of Ubx expression level in the pouch 

in the different genetic backgrounds. These quantifications were calculated from discs prepared from 

two independent experiments (minimum n=10).  
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Expanded view 7. Specificity of the gRNAs against Antp. A. qPCR against Antp upon expression of Antp-gRNAs and Cas9 

with the ubiquitous armadillo-Gal4 driver in the embryo. Compared to the controls (ns, non-significant), Antp expression 

is specifically affected (75% loss on average) when both Antp-gRNAs and Cas9 are co-expressed (***Pvalue<0,0001). Arm: 

armadillo-Gal4. W: white minus background. Bars represent mean ± SD of three independent experiments. B-B’. 

Endogenous Ubx expression (green) is not affected in MS1096-driven mCherry (mCh, red) and Cas9 in the haltere disc (B, 

n=10 from two independent experiments). Corresponding illustrative SEM acquisition of a non-affected adult haltere (B’, 

n=15 from two independent experiments). C-C’. Endogenous Ubx (green) is not affected upon the co-expression of 

mCherry, Antp-gRNA and Cas9 with the MS1096-Gal4 driver (C, n=10 from two independent experiments) and no 

phenotype is observed in the adult haltere (C’, n=15 from two independent experiments). D. Specificity of the Antp-gRNAs 

in the leg disc. The Dll-Gal4 expressing cells are traced with the mcd8-GFP (green) reporter in the T2 leg disc that also 

expresses Antp (red). Antp is lost upon co-expression of Antp-gRNAs and Cas9 (n=7 from two independent experiments), 

which led to adult leg phenotypes that are reminiscent of classical Antp-mutant phenotypes (n=15 from two independent 

experiments).  



127 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Expanded view 8. Using Crispr/Cas9 and RNAi to specifically abolish Antp expression in the wing disc 

pouch. A. The expression of the red fluorescent reporter mCherry (mCh, red) with the MS1096-Gal4 

driver does not affect the expression of Antp (green) in the wing pouch (n=5 from one experiment). 

A’. The expression of gRNAs and Crispr/Cas9 against Antp with MS1096 abolished the expression of 

Antp (green) in the wing disc pouch (n=10 from two independent experiments). Note that the 

expression profile of MS1096 is not restricted to the pouch. B. The expression of the red fluorescent 

reporter mCherry (mCh, red) with the Dll-Gal4 driver does not affect the expression of Antp (green) in 

the wing pouch (n=5 from one experiment). Yellow arrow highlights Dll-Gal4 and Antp co‐expressing 

cells along the dorsal‐ventral boundary of the pouch of the early L3 wing disc. B’. The expression of 

gRNAs and Crispr/Cas9 against Antp with Dll-Gal4 specifically abolished the expression of Antp (green) 

along the dorsal‐ventral boundary of the wing disc pouch (n=10 from two independent experiments). 

C. Expression of a RNAi against Antp with the MS1096-Gal4 driver (red) induces a loss of Antp (green) 

expression in the wing disc pouch (n=10 from two independent experiments). D. Illustrative SEM 

acquisition of the adult wing of an individual expressing Antp-RNAi with MS1096. These individuals 

display wing margin phenotypes (yellow star) and wing size reduction, as previously observed when 

using Crispr/Cas9 (n=17). D’. Quantification of the wing area in RNAi individuals shows a significant 

reduction of the wing size when compared to control individuals (***Pvalue<0,0001). Bars represent 

mean ± SD of two independent experiments. 
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Expanded view 9. Hth is a positive regulator of Antp in the dorsal and ventral parts of the wing disc pouch. A. Expression 

of Hth (green) and Antp (red) in the different genetic contexts, as indicated. Yellow dotted line highlights the pouch (wild 

type disc) or the MS1096-Gal4 expression profile, which is larger than the pouch. Enlargement in the region of Hth and 

Antp co-expressing cells (blue box) is shown on the right for each genetic background. These observations were obtained 

from two independent experiments (a minimum n=10 for each different genotype). B. Illustrative SEM acquisitions of wild 

type and mutant adult wing, as indicated. Loss of Hth induces wing phenotypes that are reminiscent yet more pronounced 

than the phenotypes observed upon the loss of Antp (wing size reduction and margin defects). The ectopic expression of 

Hth induces wing-to-haltere like transformations, as assessed by the global shape and the organization of hairs (shown in 

the enlargement). These phenotypes were reproducibly observed from two independent experiments (n=15/17 for 

HthRNAi and n=17/20 for UAS-Hth). C. Hth binding profile on the P1 cis-regulatory sequences and an additional putative 

enhancer (highlighted in blue) of Antp, as deduced from Chip-seq performed in the wing disc. Hth binding sites found in 

the wing disc correlate with chromatin-accessible regions. These binding sites are poorly or not accessible in the haltere 

disc (as deduced from FAIRE analysis). 
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Expanded view 10. Antp can replace Ubx for haltere specification. A. Illustrative SEM picture of 

haltere rescue in the abxpbxbx/UbxGal4
LDN

 background upon the exogenous expression of VC‐

Ubx (n=16/17), Antp‐VC (n=12/17) and VC‐Dfd (n=10/10). B. Immunostaining of the VC‐Ubx, 

Antp‐VC and VC‐Dfd fusion proteins 
28

 used in the rescue assay. The pouch is underlined (yellow‐

dotted circle). B’. Quantification of the expression level of Hox fusion constructs in the haltere 

pouch, as deduced from the GFP immunostaining against the VC fragment 
42

. Quantification was 

obtained from at least four different individuals (8‐10 discs on average), and took into account 

the laser power (LP). Bars represent mean ± SD of two independent experiments. 
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Figure 3. Role of the Hox dose for flight appendage specification in Drosophila. A. Antp 

immunostaining (red) in the wing pouch of late L3 larva. B. Ubx immunostaining (red) in the 

haltere pouch of late L3 larva. A 3D surface plot profile is shown for each staining to better 

highlight the various levels of expression (using the Fiji thermal LUT colour code). C. Graph 

showing the quantification of the mean fluorescence intensity when considering all Antp and 

Ubx expressing cells in the wing and haltere pouch, respectively. Values are indicated above 

each column and were obtained from discs dissected from at least 5 different individuals in two 

independent experiments (n=20 discs). The final quantification takes into account the laser 

power (LP) used for confocal acquisitions (which is 4 times less strong for Ubx 

immunostaining). The ratio between Ubx and Antp immunostaining (74/4) shows a fold change 

of 18,5. D. Illustrative confocal picture of GFP staining (green) in the T2 wing disc of 

homozygous Antp-GFP individuals. E. Illustrative confocal picture of a GFP staining (green) 

in the T3 haltere disc of heterozygous Ubx-YFP individuals. A 3D surface plot profile is shown 

for each staining.  F. Graph showing the quantification of the mean fluorescence intensity when 

considering all GFP positive cells in the wing and haltere pouch, respectively. Values are 

indicated above each column and were obtained from discs dissected from at least 5 different 

individuals in two independent experiments (n=20 discs). The final quantification takes into 

account the laser power (LP) used for confocal acquisitions (which is 2 times less strong for 

GFP immunostaining in the haltere pouch) and the genotype (two copies for Antp-GFP and one 

copy for Ubx-YFP). The ratio between the haltere and wing disc pouch (84/8) shows that Ubx 

is 10,5 times more highly expressed than Antp. Considering that the GFP antibody has the same 

affinity in the wing and haltere disc pouch, we conclude that the Antp antibody is 1,85 times 

less affine than the Ubx antibody. G. Increasing the dose of Antp in the wing disc pouch led to 

progressive wing-to-haltere transformation phenotypes. Over-expression of Antp was 

performed with the Nub-Gal4 driver at different temperatures. Effects were observed in two 

independent experiments and fluctuate from 68% (18°C, n=18) to 75% (25°C, n=15) and 81% 

(22°C, n=18) of the total number of dissected wings. Enlargements on SEM pictures show 

hairs’ shape and organization, which look like in the haltere at the highest dose. Bottom panels 

show the immunostaining of Antp in each condition (a minimum n=10 from two independent 

experiments). E.  Decreasing the dose of Ubx in the haltere disc pouch led to progressive 

haltere-to-wing transformations. Ubx expression was affected by using the abxpbxbx 

heterozygous allele, and by expressing RNAi against Ubx with the MS1096-Gal4 driver at two 

different temperatures. These effects were robustly observed in two independent experiments 

and fluctuate from 72% (21°C, n=20) to 81% (25°C, n=18) and 92% (abxpbxbx/+, n=24) of the 
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total number of dissected halteres. Enlargements on SEM pictures show hairs’ shape and 

organization, which look like in the wing at the lowest Ubx doses. Bottom panels show the 

immunostaining against Ubx in each condition (a minimum n=10 from two independent 

experiments). G’-H’. Curves showing the relationship between the wing or haltere fate and the 

level of Antp or Ubx (given as a percentage of the corresponding endogenous expression level 

in wild type condition, and deduced from the fluorescent immunostaining in the pouch). Wing 

and haltere fates were deduced from SEM acquisitions, taking into account the size, the 

presence or not of veins, and the organization of hairs. Bars represent mean ± SD of two 

independent experiments. 
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Figure 4. Hox dosage variation and the evolution of flight appendages in insects. The model 

is based on the total Hox (Antp + Ubx) expression level in the forewing (FW) and hindwing 

(HW) primordia, as measured in this study. Graded blue colour depicts the Hox level (from 

light blue/low dose to dark blue/high dose). Genetic experiments in Drosophila showed that 

modifying the Hox dose could transform the haltere or the wing into a wing or a haltere, 

respectively (lower and upper panels). Work in the beetle Tribolium castaneum showed that 

the FW formation was Hox-independent (Tomoyasu et al. 2005), indicating that alternative 

strategies could also be used to diversify flight appendages in insects.  
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Partie 2 : Identification de cofacteurs de Ubx nécessaires lors du développement des 

haltères à l’aide d’un crible par interférence ARN 

 

 

Introduction 

Les gènes Hox fascinent les biologistes depuis la découverte de leurs rôles essentiels quant au 

développement des différentes structures du corps le long de l’axe antéro-postérieur (Durston 

2020). Ils codent pour des facteurs de transcription à homéodomaine (HD) pouvant médier 

des fonctions extrêmement spécifiques au sein des différents tissus où ils sont produits. 

Cependant, les HD des différentes protéines Hox sont très similaires, et présentent in vitro 

une affinité similaire pour des motifs courts identiques (Mann et al. 2009). Il est donc 

considéré que la spécificité fonctionnelle des protéines Hox in vivo puisse reposer sur : (i) des 

profils d’expression spécifiques (Casares et al. 1996 ; Hirth et al. 2001) ; (ii) des concentrations 

différentes (Smolik-Utlaut 1990 ; Refki et al. 2014 et Paul et al.) ; (iii) des interactions avec des 

cofacteurs différents pouvant aider les protéines Hox à réguler des gènes cibles différents 

(Merabet et Mann 2016). Cependant, peu de cofacteurs sont décrits pour agir sur la spécificité 

transcriptionnelle des protéines Hox.  

Identifier ces cofacteurs nécessite de mettre en place une approche de crible lors d’un 

processus développemental contrôlé spécifiquement par une protéine Hox. Un tel contexte 

est retrouvé lors du développement des haltères chez la drosophile, qui repose sur l’activité 

de la protéine Ubx (Lewis 1982). Ubx agit à différents niveaux pour à la fois inhiber le 

programme développemental des ailes et promouvoir le programme développemental des 

haltères (Pavlopoulos et Akam 2011). Ce contexte développemental bien décrit est ainsi 

approprié pour poser la question des partenaires transcriptionnels d’une protéine Hox. 

Lors de ce projet, nous avons développé une approche de crible fonctionnel par interférence 

ARN (RNAi) afin de déterminer quels gènes pouvaient potentiellement être nécessaires à Ubx 

afin d’orchestrer correctement le développement de l’haltère. Nous avons testé la fonction 

de liste de 187 candidats sélectionnés à partir de données bibliographiques. Le système Gal4 

employé induisant l’interférence ARN dans les primordia des haltères et des ailes, nous 

pouvons comparer l’effet de la perte de fonction d’un même candidat sur ces deux organes 

homologues en série. 

Les phénotypes produits lors de l’interférence ARN médiée par le système UAS/Gal4 dans les 

primordia d’ailes et d’haltères a permis de confirmer la similarité des gènes impliqués dans le 

développement de ces deux organes homologues en série. Ce crible a permis de mettre en 

évidence plusieurs cofacteurs potentiels, incluant des cofacteurs de protéines Hox déjà décrits 

comme Homothorax, ou de nouveaux candidats comme Grain, mais aussi de probables 

régulateurs de Ubx. 
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L’utilisation d’un contexte génétique sensibilisé facilite l’analyse des phénotypes 

provoqués lors du crible fonctionnel par ARNi 

Chez la drosophile, le système UAS-Gal4 est un outil très pratique permettant de diriger 

l’expression d’un transgène de manière spatio-temporellement spécifique. Ce système peut 

donc être utilisé pour la recherche de gènes impliqués dans le développement de l’haltère, et 

donc collaborant potentiellement avec Ubx. Un tel crible peut être réalisé par une approche 

de gain ou de perte de fonction des gènes candidats, par exemple en utilisant respectivement 

des transgènes portant des séquences codantes ou des ARN interférents sous le contrôle de 

séquences UAS. Nous avons choisi de nous focaliser sur une approche par perte de fonction, 

considérant que la sur-expression ou l’expression ectopique d’un gène provocant un 

phénotype ne reflète pas systématiquement sa nécessité lors du processus biologique normal. 

Notre crible fonctionnel par ARNi est basé sur la banque de lignées générées par le Transgenic 

RNAi Project (TRiP), permettant d’induire l’interférence ARN pour près de 12 000 gènes chez 

la drosophile (Perkins et al. 2015). Afin de diriger spécifiquement l’ARNi au sein des primordia 

d’haltères, nous avons choisi d’utiliser l’allèle MS1096-Gal4. MS1096-Gal4 permet d’induire 

l’expression de Gal4 spécifiquement au niveau du pouch des disques imaginaux d’haltères, la 

zone présomptive de la partie la plus distale de l’haltère, le capitellum, où la dose de Ubx est 

la plus élevée (Figure S1A). MS1096-Gal4 médie également l’expression de Gal4 au sein du 

pouch des disques d’ailes, ce qui explique que cet allèle ait été auparavant utilisé lors de 

cribles fonctionnels afin d’identifier des gènes impliqués lors du développement de l’aile 

(Schertel et al. 2015). Dans notre contexte, cela permet de comparer l’impact de l’ARNi de 

gènes candidats dans ces deux contextes développementaux homologues (Figure S1B). 

En dehors de l’étude du rôle homéotique de Ubx, les régulateurs du développement de 

l’haltère sont peu décrits. La sélection des gènes candidats s’est donc principalement basée 

sur l’idée que le développement des ailes et des haltères puisse reposer sur des mécanismes 

homologues. En effet, Ubx est décrit pour modifier à plusieurs niveaux le programme 

développemental de l’aile pour induire le développement de l’haltère, suggérant une base 

moléculaire commune. Cette idée est renforcée par l’observation du fait que l’activation 

ectopique de Ubx dans le primordium d’aile suffit pour transformer les ailes en haltères : tous 

les cofacteurs potentiellement nécessaires à la fonction de Ubx doivent donc se trouver dans 

le primordium d’aile. Ainsi notre liste de candidats inclut des gènes codant pour des facteurs 

de transcription rapportés pour être impliqués lors du développement de l’aile (Schertel et al. 

2015), et a été élargie à certains gènes exprimés dans les primordia d’aile et/ou d’haltère, et 

codant pour des protéines nucléaires, rapportés comme pouvant provoquer des phénotypes 

de l’haltère ou de l’aile en cas de mutations. La liste finale comprend 276 gènes candidats 

(Table 1).  
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Category FlyORF W/H phenotpe RNAi  line

ab Zinc Finger HA/CC/VN Wing 32378
ac  bHLH HA/VN/CC Wing 51834
achi HD HA/CC Wing (over)

Adf-1 MADF-BESS Wing (over) 28680 and 31500

Al HD HA/CC/VN Wing 26747
Alh  Zinc Finger HA/VN Wing vein 39057

Antp  HD HA/VN/CC Wing 64926

ap  HD HA/CC/VN Wing 26748
Apc2 Wingless regulator HA Wing
apt SANT-MYB HA/VN Wing/Haltere (over) 26236

ara  HD (TALE) HA/CC/VN Wing 27060
arm Beta-catenin HA Wing 31305
ase bHLH HA Wing (over)

ash1  Histone modif Wing/Haltere 36803
ash2  TrxG HA/CC Wing/Haltere 64942
Asx  ETP Wing/Haltere 31192

Axud1 Tumor suppressor Wing
bab2  HD-like HA/VN Wing/Haltere (over) 57419
bap Homeobox HA/CC Wing (over)
bbg PDZ-domain Imaginal discs

bcd HD HA Wing (over)
bi T-box Wing 28341
bin Forkhead box CC/Vnshort

Blimp-1 Zinc Finger Wing (over)
bowl Zinc Finger HA/Vnshort Wing (over)

brk Brinker-DBD HA/VN Wing (over) 51789

brm  Brahma Haltere/Wing (over) 35211
bs  MADS-Box HA/VN/CC Wing 26755
bsk MAPK HA Wing (over)

btd  Zinc Finger HA/VN/CC Wing 29453
Bx  Zinc Finger Wing/Haltere 29454 and 57465

cad HD HA/VN Wing (over) 57546
caup  HD HA Wing 44002

cbt Zinc Finger HA Wing (over) 38276

cg Zinc Finger HA/VN Wing 34668
CG10947

CG15784 zinc finger Mesothoracic tergum
CG3008

CG6841 RNA processing

chinmo Zinc Finger HA/VN Wing (over) 26777
ci  Zinc Finger Wing 64928 and 28984

cic HMG-box HA/CC/VN Wing 25995

Clamp Zinc Finger HA/VN Wing (over) 57163

Clp Zinc Finger HA/VN 57154
cnc  leucine-zipper HA/VN Wing (over) 32863 and 40854

Coop MADF-BESS HA T2 29350

CoRest SANT-MYB HA/CC/VN Wing (over) 31743
corto ETP Haltere/Wing 42629

crc leucine-zipper HA/VN Wing/Haltere 25985

croI Zinc Finger HA/CC Wing 41669

crp bHLH HA/VN Wing 31896
ct  HD CC Wing 33967

CTCF Insulator/Zn Finger HA/VN Wing 35354
cyck cyclin HA
Cyp1 cyclophilin-like

D  HMG-box HA/CC/VN Wing/Haltere 34672

D1 AT-Hook HA Wing (over) 28616 and 33655

d4 Histone modif HA/CC Wing (over) 43186 and 35665
da  bHLH HA/VN Wing 38382 and 35686
dac  TF Wing (over) 35022 and 26758

Deaf1 SAND-Domain HA/VN Wing (over) 32512

Dfd HD HA/CC/VN Wing (over)

Diap1 ubiquitin ligase Wing
did Imaginal discs

DIP1 RNA processing HA/VN Wing/Haltere (over) 35226

Dis3 RNA processing Wing (over)
disco Zinc Finger 28659

discro-r Zinc Finger Wing 41683

Dll  HD HA/CC/VN Haltere/Wing
29337 and KK 

VDRC
Doa RNA maturation HA Wing
Doc3 T-Box HA Wing 62493

Dr HD Wing 42891

Drak Protein Kinase Wing 36655

Dref Zinc Finger HA/VN/CC Wing (over) 31941



138 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ds  cadherin Wing 32964

dsh winged helix ORF Wing
Dsp1 HMG-box HA Wing/Haltere 31960

dve HD HA/VN Wing 26225

E(spl)m4-BFM B helix HA Wing (over)
E(spl)mGamma-HLH bHLH HA/CC Wing (over)

E(z) PcG HA Haltere/wing 36068
ebd1 Homeobox-like

ecd RNA processing CC Wing
EcR  Nuclear receptor HA/VN Wing 50712
elA Haltere and wing

elav RNA processing Wing 28371

elB Zinc Finger HA Wing 41960
emc  bHLH HA/CC/VN Wing 26738

en  HD Wing/Haltere(over) 33715 and 26752

erm Zinc Finger HA/VN Wing (over) 50661
esc  PcG HA/CC/VN Wing 31618

esg  Zinc Finger HA/CC/VN Wing 34063 and 57148
exd  HD HA/CC/VN T2/T3/discs 34897 and 29338
ey  HD HA/CC Haltere/Wing (over) 32486

eyg HD HA Wing (over) 26226
Fhos arm like Wing
Flacc RNA processing HA/CC Wing 67898

fo Haltere and wing
foxo Forkhead-box HA/VN Wing 32427
ftz  HD HA/CC Haltere/wing 33761

Gatad Zinc Finger HA/VN Wing (over) 33747

geminin DNA replication ORF/HA Wing (over)

grh PcG recruiter HA/CC/VN Wing 34578

Gsc HD HA/CC/VN Wing (over) 50894

H Notch regulator Haltere/Wing (over) 34703
h  bHLH HA/VN Wing 34326

H2O HD HA/VN Wing (over)

hb  Zinc Finger HA/VN Wing (over) 34704
HDAC1 Histone modif Wing 36800

HDAC3 Histone modif Wing (over)

Hexim RNA binding Wing (over)
Hfp splicing Wing (ectopic)
hh Hedgehog Wing 32489

hl Haltere
hmg-2 HMG-box HA/CC Wing (over)
hng1 MADF-BESS HA/CC Wing (over)
hng2 chromatin modification HA/CC Wing (over)

HP1b Chromatin binding HA/VN/CC Wing (over) 32401
Hr83 Nuclear receptor HA/CC/VN Wing (over) 65077

Hsc70-4 Heat Shock protein HA Wing

hth  HD HA/VN/CC Wing/Haltere 34637
hyd ubiquitin ligase Haltere disc and wing
insv DNA binding TF HA Wing (over)

inv  HD HA/VN Wing 41675
Jigr1 chromatin modification Wing (over)
jumu Forkhead domain HA/CC Wing 35438 and 44117

klu Zinc Finger HA/VN Wing (over) 60469
kn  bHLH HA/VN/CC Wing 31916

Larp7 RNA/DNA binding mesothoracic tergum

lgs Wnt enhanceosome Wing

Lin29 Zinc Finger HA/CC Wing (over) 26711
lin-52 TF

lola Zinc Finger HA Wing (over) 35721 et 26714

lolal POZ-BTB HA/VN 31632 et35722

luna Zinc Finger HA/VN Wing (over) 27084
Mad  MAD domain HA/CC Wing 31315

mam Mastermind family VN Wing 63601

mamo Zinc Finger HA/VN Wing (over) 51770
mars Microtubule associated

mats MOB1/phocein family Wing

Max bHLH HA/VN Wing (over) 40851

mbl RNA processing Wing (over) 29585

mcd Haltere

Med MAD domain HA/VN/CC Wing 31928
MED31  Mediator Haltere 34574

MEP-1 zinc finger HA Wing (over) 62180
Mes2 MADF-BESS Wing/Haltere (over) 32460
Mi-2 nucleosome remodeler Wing (over)

mid T-BOX VN
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mirr  HD HA/VN Haltere/Wing 31907

Mnt bHLH HA Wing 42552
mod RNA processing HA/CC Wing 35664
mor  TrxG VN Wing 34919 and 35662

mrn TF HA Wing (over)
mwg Haltere/Wing
mxc Histone locus body Haltere disc/Wing
Myb  SANT-Myb HA Wing/Haltere 35053

Myc bHLH Wing 51454
N Notch Wing

nab NAB-domain Wing 64557

nkd NKD family Wing/Haltere (over)
nmo Ser/Thr kinase Wing
noe lncRNA 32407

Nop60B RNA processing Wing (over)
Nos NADPH-reductase
nub  HD HA/VN Wing/Haltere 55305 and 28338

Oaz Zinc Finger HA/VN Wing (over) 25923
Oda ODC antizyme family Haltere and wing

oho31 Haltere and Wing discs

Optix  HD HA/VN Wing 55306 and 31910
osa Brahma Wing

OSCP1 HA

otp HD HA/VN Wing (over) 57582

ovo Zinc Finger HA/VN Wing (over) 42627

p53 p53 DBD HA/VN/CC Wing 36814

pAbp RNA processing Wing 36127

pad Zinc Finger HA/VN Wing (over) 31944
pan  HMG-box HA/VN/CC Wing (over) 26743
Pc  PcG HA Wing/Haltere 33964

Pcl  PcG HA/VN Wing 33945
Pdm2 POU domain HA/CC Wing (over) 50665
pdm3  POU domain HA/VN Wing (over) 35726

peb  Zinc Finger 33901
ph-d  PcG Wing 63018 and 31190
pho PcG HA/CC/VN Wing 42926

ph-p  PcG Wing 33669 and 35207
pk  Zinc finger Wing 32413
pnr  GATA HA Wing 33744 and 33697

pnt  ETS domain HA/VN/CC Wing (over) 35038
prg Zinc Finger Thorax 36631

PRL-1 Phosphatase Wing
psc Polycomb HA Wing

psq PcG VN Wing 35419
ptc  HH pathway Wing 55686
Ptx1 HD Wing (over) 57494

px nuclear matrix protein Wing
pygo zinc finger Haltere disc and wing

pzg Zinc Finger HA/VN Wing 57793

qrt Haltere disc and wing
RbFox1 RNA processing Wing (over) 32476

ref1 RNA export

repo HD HA/VNshort ectopic
retn AT rich Interaction Wing 35688
Rfx winged helix HA/VN/CC Wing 61847

Rif1 DNA replication Ectopic (wing haltere)
Roc1a zinc finger
Roc1b enzyme/ zinc finger HA

row Zinc Finger HA/VN/CC Wing (over) 25971
RpII215  RNA pol II Wing/Haltere 38537

RYBP  ETP HA Wing/Haltere (over) 33974
salm  Zinc Finger VN Wing 33714

salr  Zinc Finger Wing (over) 29549
sav  scaffold protein Haltere and wing
sbb  Zinc Finger Wing/Haltere 27049

sc bHLH HA/VN/CC Haltere/Wing (over) 26206
scd

Scr  HD Haltere/Wing (over) 50662

scrt Zinc Finger HA Wing 55309
sct Wing
sd  TEA Domain HA/VN/CC Wing/Haltere 55404 and 35481

sens Zinc Finger Wing 55310
Ser  Notch ligand Wing/Haltere 28713
shn Zinc Finger Wing 82982

sina ubiquitin ligase HA Wing
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Table 1 : Liste des candidats. Les candidats ont été sélectionnés sur la base de leur expression décrite dans les 

primordia d’aile et/ou d’haltère, parmi les gènes codant pour des protéines nucléaires (FlyBase). La première colonne 

indique le symbole des gènes candidats. La seconde indique le type de protéine codée. La troisième colonne indique 

la disponibilité d’une lignée FlyORF (Bischof et al. 2018) permettant des expériences de gain de fonction et de BiFC à 

l’aide du système UAS/Gal4 pour ces candidats. La quatrième colonne indique si un phénotype anormal au niveau des 

ailes ou des haltères (« Wing » / « Haltere ») est décrit pour être causer par la dysfonction de ces gènes candidats (la 

mention « over » précise quand il s’agit de phénotypes anormaux provoqués par un gain de fonction). La dernière 

colonne indique le numéro d’identifiant des lignées TRiP utilisées (Bloomington Drosophile Stock Center). Quelques 

lignées KK commandées au Vienna Drosophila Resource Center (VDRC) ont également été utilisées. Case verte : Type 

de transcrit connu/Lignée FlyORF disponible (ORF étiquetée avec un tag -HA, -VN ou -CC, Bischof et al. 2018)/provocant 

un phénotype anormal dans l’aile ou l’haltère. Case orange : candidat au transcrit peu décrit/provocant un phénotype 

au niveau du thorax ou des disques imaginaux. Rouge : pas de lignée FlyORF disponible/pas de phénotype décrit au 

niveau des appendices de vol, les disques imaginaux ou le thorax 

  

slmb ubiquitin ligase Haltere and wing

slou HD CC Wing 61203
SmD3 RNA processing HA Haltere/Wing disc 42633

Smn spliceosome Wing (over)
Smox MAD Domain HA/VN/CC Wing 41670

smt3 SUMO Haltere/Wing 36125
sna  Zinc Finger HA/VN/CC Wing (over) 34906 and 28679

sno Wing
Snr1 TrxG HA Wing 32378

Sox14 HMG-box HA/VN Wing 34794

Sox15  HMG-box HA/VN Wing 57264
spen RNA processing Wing 33398

sr Zinc Finger Thorax 60024
ss  bHLH Wing (over) 33415 and 26280

Ssdp Wnt enhanceosome Wing 62167
stg nuclear enzyme ORF/HA Haltere and wing

Su(H)  Beta trefoil (Notch) HA Wing/Haltere 28900
Su(Hw) zinc finger

sv HD like HA Wing (over) 67973

tap bHLH HA Wing (over) 34985

tara TrxG Wing/Haltere (over) 31634
Tet DNA binding enzyme
tey ubiquitin ligase Wing (over)

tio zinc finger
tna  Zinc Finger Haltere/Wing 29372

Tnpo importin
toe  HD HA/VN Wing (over) 50660

tow ectopic
Trl TrxG HA/VN/CC Wing 67265 and 40940

trx  TrxG Haltere/Wing 33703
tsh  Zinc Finger HA/VN Haltere/Wing 35030

ttk Zinc Finger HA/VN Wing (over) 36748
ttr Haltere
tup HD HA Wing 51763

twi  bHLH HA/VN/CC Wing 34330
tws Haltere disc/wing disc

Ubx HD VN Haltere 31913 et 34993
unc-4 HD HA/CC Wing (over) 36713

usp nuclear receptor
Utx TrxG Wing/Haltere 34076

vg  Paired domain Wing 31970
vis HD HA Wing (over) 35738

Vsp2

Wbp2 DNA binding enzyme wing

x16 RNA processing

XRP1 AT-hook/bZip HA/VN/CC Wing (over) 34521
yki  Hippo Wing 34067

z PcG recruiter CC Wing (over) 35208

zf30c Zinc Finger HA/VN Wing (over) 63544

Zfh2 Zinc Finger/HD Wing 50643

Zif Zinc Finger HA/VN/CC Wing (over) 29360

zld Zinc Finger Wing (over) 42016
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L’allèle MS1096-Gal4 n’induit aucun défaut morphologique de l’haltère (Figure 1A et B). 

L’utilisation de MS1096-Gal4 pour induire l’ARNi dirigée contre Ubx provoque une 

transformation de l’haltère en aile, ce qui confirme le bon fonctionnement de nos outils 

(Figure 1C). La transformation des haltères en ailes se caractérise par une augmentation de la 

taille, un changement morphologique montrant un aplatissement, une modification de 

l’organisation des trichomes, l’apparition de veines, et la présence de poils sensitifs 

caractéristiques de la marge de l’aile (Figure 1D). Ubx est également décrit pour être 

nécessaire à l’organisation des sensilles campaniformes au niveau des parties les plus 

proximales de l’haltère, et leur désorganisation peut également être interprétée comme un 

signe de perte d’activité de Ubx (Cole et Palka 1982). Ces différents critères serviront à 

caractériser les phénotypes obtenus lors de l’ARNi dirigée contre des candidats lors du crible, 

étant donné que la perte de fonction d’un cofacteur de Ubx devrait se traduire par une activité 

réduite de Ubx pour spécifier le développement de l’haltère. Cependant, l’haltère est un 

organe très petit ce qui rend difficile son observation précise. La détection de défauts 

morphologiques subtils induits lors de l’interférence par ARN de candidats pourrait donc être 

difficile. L’utilisation d’un contexte génétique sensibilisé permettant d’accroitre la sévérité des 

phénotypes provoqués par l’interférence ARN des candidats pourrait donc s’avérer 

nécessaire. Comme nous avons pu le constater dans la partie précédente (Paul et al.), 

diminuer la dose de Ubx permet de déstabiliser le programme développemental de l’haltère. 

En particulier, l’allèle abxpbxbx provoque une perte relativement importante d’environ 40 % 

de la dose de Ubx, ce qui n’induit pourtant qu’un phénotype très léger de perte de fonction 

de Ubx, caractérisé par un haltère à la morphologie sauvage mais aussi la présence de poils 

sensitifs ectopiques caractéristiques de l’aile, le plus souvent localisés au niveau de la base du 

capitellum, suggérant une très légère transformation en aile (Figure 1E). La combinaison de 

cet allèle mutée de Ubx avec l’interférence ARN dirigée contre Ubx permet d’obtenir une 

transformation de l’haltère en aile plus marquée (Figure 1F). Cela suggère que combiner la 

diminution de la dose de Ubx due à cet allèle peut rendre le processus développemental de 

l’haltère plus sensible à d’autres perturbations. Combiner cet allèle muté de Ubx à notre crible 

par interférence ARN pourrait donc permettre de visualiser plus facilement l’impact de la 

perte de fonction de cofacteurs de Ubx. Cela pourrait permettre de compenser l’une des 

limites des cribles par perte de fonction, à savoir que les phénotypes obtenus ne révèlent que 

la part de la fonction du gène cible qui ne peut pas être compensée par d’autres gènes (Miklos 

et Rubin 1996). En effet, en absence de l’allèle abxpbxbx, relativement peu de candidats 

provoquent des défauts importants de développement de l’haltère (Figure 1G et Table 2). Sur 

les 187 gènes candidats testés, incluant Ubx, 110 n’ont provoqué aucun phénotype anormal, 

23 ont provoqué un phénotype anormal seulement au niveau de l’aile, et 54 candidats ont 

provoqué un phénotype anormal au niveau de l’haltère. Ces 54 candidats peuvent être 

répartis en 3 groupes : les candidats provoquant un phénotype au niveau de l’haltère 

indépendamment du contexte sensibilisé par l’allèle abxpbxbx, ceux dont le phénotype est 

visible même en absence de abxpbxbx mais plus sévère en contexte sensibilisé, et enfin ceux 

provocant un phénotype anormal de l’haltère visible seulement en contexte sensibilisé. 
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Figure 1 : Le crible fonctionnel par ARNi permet de mettre en évidence plusieurs catégories de candidats. A : l’haltère 

sauvage est constitué de 3 parties : le scabellum (sca), le pedicellus (ped) et le capitellum (cap). Le scabellum et le 

pedicellus sont les parties les plus distales et présentent des champs de sensilles campaniformes (pointes de flèches 

blanches). B : l’allèle MS1096-Gal4 ne provoque aucun défaut notable de l’haltère. C : L’ARNi contre Ubx à l’aide de 

MS1096-Gal4 provoque une transformation de l’haltère en aile. On observe l’apparition d’une marge présentant des 

poils sensitifs (flèches rouges) ainsi que des veines longitudinales (flèches blanches), qui sont caractéristiques de l’aile 

(D). E : l’allèle abxpbxbx provoque un phénotype homéotique léger, consistant en l’apparition de poil ectopiques à la 

base du capitellum de l’haltère. F : combiné à l’allèle abxpbxbx, l’ARNi dirigée contre Ubx produit une transformation 

plus sévère de l’haltère en aile. G : Vue globale des résultats du crible par interférence ARN en contexte sensibilisé. En 

rouge : 110 candidats n’ont provoqué aucun phénotype, que ce soit dans l’aile ou dans l’haltère. En cyan : 23 candidats 

ont provoqué un phénotype dans l’aile, mais pas dans l’haltère. En jaune : 23 candidats ont provoqué un phénotype 

dans l’haltère même en absence de l’allèle abxpbxbx. En kaki : 8 candidats ont provoqué un phénotype dans l’haltère 

dont la sévérité est drastiquement augmentée en présence de l’allèle abxpbxbx. En vert clair : 23 candidats ont 

provoqué un phénotype dans l’haltère seulement en présence de l’allèle abxpbxbx. 

G 
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ab Zinc Finger

Al Paired HD

Alh  Zinc Finger/leucine zipper

apt SANT-MYB

ara  TALE

bab2  BTB/POZ

bi T-box

brm  Brahma/TrxG

brk repress BMP/Dpp

btd  Zinc Finger

cad HD Hox-like

caup  TALE

cbt Zinc Finger

cg PcG recruiter

chinmo BTB/Zinc finger

cic HMG

Clamp Zinc finger

Coop MAD domain

CoRest SANT-MYB

cnc  Leucine Zipper

corto ETP

crp bHLH

CTCF Zinc finger/Insulator

da  bHLH

dac  TF

Dfd HD (Hox)

DIP1 dsRNA binding

discro-r Zinc Finger

Doc3 T-box

Drak Protein kinase

Dsp1 PcG recruiter/HMG

dve HD

EcR  Nuclear receptor

elav RNA binding

emc  bHLH

erm Zinc Finger

esc  PcG

esg  Zinc Finger

ey  Paired HD

eyg Paired HD

foxo forkhead box

ftz  HD

Gatad GATA 

Gsc Paired HD

h  bHLH

H2O NK like HD

HDAC1 nucleosome deacetylase

hb  Zinc Finger

HP1b chromatin regulator

Hr83 Zinc Finger

inv  NK like HD

jumu fork head

klu Zinc Finger

Lin29 Zinc Finger

lola Zinc Finger

mam Coactivator of Notch

mamo Zinc Finger

mbl RNA processing

Max bHLH

MED31 Mediator complex

mirr  HD

mod RNA binding

nab nab co-repressor

noe lncRNA

nub  POU HD

Oaz zinc finger

otp Paired HD

ovo zinc finger

p53 TF

pAbp RNA processing

pad Zinc Finger

Pdm2 POU domain 2

peb  Zinc Finger

ph-d  PcG

pnt  ETS Domain

prg Zinc Finger

psq PcG

ptc  hh pathway

Ptx1 Paired HD

RbFox1 RNA binding

retn ARID

Rfx Winged Helix

row Zinc Finger

RpII215 RNA polII

RYBP  Ubiquitin interacting prot

salm  Zinc Finger

sbb  Zinc Finger

sc bHLH

scrt Zinc Finger

Scr  HD

Ser  Notch ligand

sna  Zinc Finger

Smox MAD domain

smt3 SUMO

Snr1 TrxG

Sox14 HMG

sr Zinc Finger

ss  bHLH

Ssdp Wnt enhanceosome

tap bHLH

toe  Paired HD

ttk Zinc Finger

twi  bHLH

unc-4 Paired HD

vis TALE HD

XRP1 AT-Hook/bZip

yki  Hippo

z PcG recruiter

Zif Zinc Finger

zld Zinc Finger

arm beta-cat (Wg) Sd3 T1

Bx  HD (Wg) Sd1 L C1

grn GATA Si3 T3 M2

H Notch repressor Si1 M1

hmg-2 HMG M1

hth  HD T2 M2 Si2 C2

Ubx HD T3 M3 Si3

slou HD N1 T1

Adf-1 MADF-BESS Sd2 M1

ci  Zinc Finger Si1 T1

Clp Zinc Finger Sd1 M1

crc leu Zipper Si2

ct  HD Si1 M1

D  HMG Si1

D1 TF (AT hook) Si2

d4 Zinc Finger Si1C1

disco Zinc Finger Si2

Dref Zinc Finger Sd1 M1

ds  Cadherin (Hippo) Si1

E(z) PcG M2 Sd1

elB Zinc Finger Sd1

grh TF / PcG recruiter Sd1 M1

Mad  MAD domain M2

Mes2 MADF-BESS Si1

Med MAD domain Si1

Myb  SANT-MYB Si1

Optix  HD Si1 N1

Pc  PcG Sd2 M1

pk  LIM M1

sd  TF (Wg/Hippo) Sd2 M1

zf30c Zinc Finger T2 C1

ac  bHLH

Antp  HD

ash1  Zinc Finger

bs  MADS-Box

Dll  HD

Flacc Zinc Finger

hh morphogen ligand

luna Zinc Finger

Myc bHLH

Pcl  PcG

ph-p  PcG

pho PcG

pnr  GATA

pzg Zinc Finger

sensless Zinc Finger

shn Zinc Finger

SmD3 RNA processing

Sox15  HMG

Su(H)  beta-trefoil (Notch)

sv paired domain

tsh  Zinc Finger

tup HD (LIM)

vg  paired domain

ap HD (Wg) T1 Si1

ash2  Zinc Finger/TrxG Si1 T1

Asx  TrxG Si1 T2

croI Zinc Finger (Wg) T1

Deaf1 SAND Sd3

Dr HD T1

en  HD Si2 C1

exd  HD C2

kn  HLH T2

lolal TrxG Sd1

MEP-1 Zinc Finger Si2 T2

Mnt bHLH M1 Si1

mor  TrxG T2 Si1

pan  HMG (Wg) M1 Si1 C1

pdm3  POU domain M1 Si1

salr  Zinc Finger M2

spen RNA maturation M1 Sd1 T1

tara TrxG T2 C1

tna  Brahma M1 T1

trx  TrxG M1 T2

Trl TrxG M1 Sd1

Utx TrxG like Si1

Zfh2 Zinc Finger L C2
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Table 2 : Résultats du crible par interférence ARN. Pour chaque catégorie est donnée le symbole du gène codant pour 

le candidat, ainsi que la classe de FT à laquelle il appartient, ou une brève description du processus biologique dans 

lequel il est impliqué. Le code couleur symbolisant les différentes catégories est similaire à celui de la figure 

précédente. Une colonne supplémentaire fournit une description du phénotype dans l’haltère provoqué par les 

différents candidats. Les lettres définissent la nature du phénotype provoqué, et le nombre associé signifie l’intensité 

relative de ce phénotype. Si : augmentation de la taille (« size increase »). Sd : diminution de la taille (« size decrease »). 

M : défaut morphologique. T : présence de poils sensitifs ectopiques (la manifestation la plus probablement associée 

à une transformation d’haltère en aile). L : Disparition (« loss ») d’une partie de l’haltère. C : désorganisation des 

sensilles campaniformes. N : nécrose/sclérose. 

 

Le crible fonctionnel en contexte sensibilisé révèle différentes catégories de cofacteurs 

candidats 

La plupart des phénotypes observés en l’absence du contexte sensibilisé par abxpbxbx sont 

des gains ou des diminutions mineurs de la taille de l’haltère (Figure 2A) ou des anomalies 

morphologiques (Figure 2B) ne suggérant pas clairement une modification de l’identité de 

l’organe. Dans de rares cas cependant on observe l’apparition de quelques poils sensitifs 

ectopiques, ou encore la désorganisation des sensilles campaniformes, suggérant davantage 

un léger effet homéotique (Figure 2C). Un certain nombre de gènes candidats testés codent 

pour des protéines membres des groupes Trithorax (TrxG) et Polycomb (PcG), des 

modificateurs épigénétiques décrits pour être respectivement impliqués dans l’activation et 

la répression des gènes Hox (Geisler et Paro 2015). D’autres candidats sont à l’interface entre 

ces deux groupes, appartenant à la catégorie des « enhancer of Trithorax and Polycomb » 

(ETP), pouvant être impliqués à la fois dans des processus de répression comme d’activation 

épigénétique (Tsukiyama et al. 1994 ; Hagstrom et al. 1997 ; Mishra et al. 2003 ; Bejarano et 

Busturia 2004). Les TrxG, PcG et ETP sont indifféremment représentés parmi les candidats 

n’ayant induit aucun phénotype dans l’haltère. En revanche, seul des PcG provoquent des 

phénotypes touchant les ailes mais pas les haltères, ou bien touchant les haltères en absence 

de contexte sensibilisé. C’est notamment le cas de Polycomb (Pc), qui provoque une 

diminution de la taille de l’haltère (Figure 2D) ainsi qu’une diminution et une morphologie 

plus sphérique de l’aile (Figure 2E), ce qui suggère une dé-répression de Ubx. En revanche, 

seul des TrxG provoquent des phénotypes dans l’haltère observés uniquement en contexte 

sensibilisé. De plus, ces phénotypes sont très souvent caractérisés par la présence de poils 

sensitifs ectopiques, suggérant une perte d’activation de Ubx (Figure 2F). Tout cela est 

cohérent avec l’effet dose-dépendent de Ubx lors du développement de l’haltère, et avec 

l’effet de l’allèle abxpbxbx. La diminution de la dose de Ubx provoquée par le contexte 

sensibilisé entre théoriquement en synergie avec la perte de fonction des TrxG chargés de 

l’activation de Ubx, ce qui explique que ces candidats soient plus facilement mis en évidence 

en contexte sensibilisé. En revanche, la perte de fonction des PcG a théoriquement une action 

antagoniste par rapport au contexte sensibilisé, ce qui suggère que seul les PcG ayant une 

influence assez forte sur la régulation de Ubx soient mis en évidence lors de ce crible, en 

l’absence de l’allèle abxpbxbx. Les régulateurs épigénétiques (TrxG ou PcG) ne provoquant pas 
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de phénotype ont probablement une influence trop minime sur la régulation de Ubx pour que 

cela soit visible lors de notre crible (Table 3). Ce manque de visibilité peut effectivement être 

dû à la contribution minime ou nulle de ces candidats à la régulation de Ubx, mais aussi à 

l’efficacité trop limitée de l’interférence ARN à médier une perte de fonction suffisante. 

D’autres candidats comme armadillo (arm), un gène codant pour un homologue de la béta-

caténine impliqué dans la voie Wingless, essentielle lors du développement de l’axe dorso-

ventral des ailes, présentent un phénotype de diminution de la taille de l’organe en l’absence 

de contexte sensibilisé (Figure 2G), qui se trouve amplifié en contexte sensibilisé (Figure 2H). 

Le contexte sensibilisé permet donc de faciliter le repérage de phénotypes. Enfin, le contexte 

sensibilisé permet de révéler des phénotypes drastiques, telle que la perte totale d’un 

segment de l’haltère, le pédicelle, comme par exemple lors de la perte de fonction de zfh2, 

connu pour son rôle lors du développement des parties proximales de l’aile (Figure 2I). Ce 

phénotype n’est jamais observé hors du contexte sensibilisé. Une liste des candidats ayant 

provoqué les phénotypes les plus prometteurs est fournie (Table supplémentaire 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Illustration des différents types de candidats révélés par le crible fonctionnel. A : l’ARNi dirigée contre d4 

provoque une augmentation de la taille du capitellum, ainsi qu’une désorganisation des sensilles campaniformes du 

pedicellus (pointe de flèche blanche). B : l’ARNi dirigée contre Mad provoque une déformation caractérisée par une 

excroissance au niveau du capitellum. C : l’ARNi dirigée contre zf30C provoque l’apparition de poils sensitifs ectopiques 

au niveau du capitellum ainsi qu’une désorganisation des sensilles campaniformes du pedicellus. D : l’ARNi dirigée 
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contre Pc provoque une diminution de la taille de l’haltère ainsi que le développement d’un capitellum plus fin. E : 

l’ARNi dirigée contre Pc provoque également une diminution de la taille de l’aile, ainsi qu’une morphologie plus 

sphérique, suggérant une transformation partielle de l’aile en haltère. F : l’ARNi dirigée contre mor provoque une 

augmentation de la taille du capitellum, ainsi que l’apparition de poils sensitifs ectopiques disposés de manière alignée 

(ce qui rappelle leur organisation au niveau de la marge de l’aile). G : l’ARNi dirigée contre arm provoque une 

diminution globale de la taille de l’haltère. H : combiné à l’allèle abxpbxbx, l’ARNi dirigée contre arm provoque une 

diminution encore plus drastique de la taille de l’haltère. I : combinée à l’allèle abxpbxbx, l’ARNi dirigée contre zfh2 

provoque une désorganisation des sensilles campaniformes des parties proximales de l’haltère, mais aussi la 

disparition de l’organisation en 3 parties de l’haltère. La présence de deux champs de sensilles campaniformes suggère 

que cela résulte probablement de la fusion du scabellum et du pedicellus, ou bien de la perte d’une de ces deux parties 

sans impacter la spécification de la présence de deux champs distincts de sensilles campaniformes le long de l’axe 

proximo-distal. 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3 : Résultat du crible RNAi focalisé sur les régulateurs épigénétiques. En rouge : candidats impliqués dans la 

répression (PcG), l’activation (TrxG/Brahma) ou à l’interface entre ces deux phénomènes (« enhancer of TrxG and 

PcG » ou « ETP ») ne provocant aucun phénotype notable dans les ailes et les haltères. En cyan : seul des PcG 

provoquent des phénotypes touchant l’aile mais pas l’haltère. En jaune : seul des PcG provoquent des phénotypes en 

absence de contexte sensibilisé. En vert : seul des TrxG, Brahma et des ETP provoquent des phénotypes uniquement 

observables en contexte sensibilisé. 

 

Homothorax (Hth) présente un rôle ambivalent de régulateur et de cofacteurs de Ubx 

Notre crible fait ressortir l’importance de deux cofacteurs déjà connu des protéines Hox, les 

protéines à homéodomaine de la famille TALE que sont Homothorax (Hth) et Extradenticle 

(Exd), des homologues des protéines MEIS et PBC (Merabet et Galliot 2015). Les protéines 

MEIS, PBC et HOX sont connues pour former des complexes multi-protéiques de manière 

extrêmement variable, ce qui peut contribuer à moduler la spécificité de liaison à l’ADN des 

protéines HOX in vivo (Dard et al. 2019). La perte de fonction de Hth en absence de l’allèle 

abxpbxbx provoque un phénotype de transformation de l’haltère en aile restreint à la zone 

dorso-proximale du capitellum (Figure 3A). Ce phénotype correspond exactement à celui 

obtenu dans le contexte similaire d’interférence ARN de Hth dirigée par MS1096-Gal4 par 

Agrawal et al. en 2011. Cependant, en contexte sensibilisé, on observe que le phénotype de 

transformation s’étend à l’intégralité du capitellum, suggérant la nécessité de Hth dans le 

maintien de l’identité « haltère » même au niveau des zones les plus distales de l’organe 

Pcl  PcG

ph-p  PcG

pho PcG

E(z) PcG M2 Sd1

grh PcG recruiter Sd1 M1

Pc  PcG Sd2 M1

Asx  TrxG/ETP Si1 T3

ash2  TrxG Si1 T1

lolal TrxG Sd1

mor  TrxG T2 Si1

tara TrxG T2 

tna  Brahma M1 T1

trx  TrxG M1 T2

Trl TrxG/ETP M1 Sd1

Utx TrxG like Si1

brm  Brahma/TrxG

cg PcG recruiter

corto ETP

Dsp1 PcG recruiter

esc  PcG

ph-d  PcG

psq PcG

RYBP ETP

Snr1 TrxG

z PcG recruiter



147 
 

(Figure 3B). La perte de fonction de Exd ne provoque pas de phénotype anormal notable de 

l’haltère en absence de l’allèle abxpbxbx (Figure 3C). En revanche, en contexte sensibilisé, on 

observe une désorganisation des champs de sensilles campaniformes (Figure 3D). Nos efforts 

se sont focalisés sur Hth du fait de l’intensité respective de ces phénotypes, ainsi que du rôle 

déjà décrit de Hth lors du développement de l’haltère (Agrawal et al. 2011). Afin de savoir si 

Hth et Ubx pouvaient physiquement interagir, nous avons procédé à un immunomarquage 

contre les deux protéines dans le disque imaginal d’haltère sauvage de stade L3 (Figure 3E). 

On observe alors que les territoires occupés par Ubx et Hth sont plutôt complémentaires. La 

dose de Ubx est inégalement répartie le long de l’axe proximo-distal du primordium d’haltère. 

On observe une forte dose de Ubx au niveau du pouch, et une dose plus faible de Ubx au 

niveau du reste du disque imaginal, qui donneront les portions plus proximales de l’haltère et 

du thorax. Hth est présent au niveau du territoire présomptif de la zone proximo-dorsale du 

capitellum, mais semble absent du reste du pouch. Hth est présent dans l’ensemble des autres 

territoires du disque imaginal d’haltère, notamment au niveau de deux cercles concentriques 

circonscrivant le pouch où une dose plus forte de Hth est observable. Cela est cohérent avec 

le rôle décrit de Hth dans la régulation de la dose de Ubx le long de l’axe proximo-distal du 

disque imaginal d’haltère (Delker et al. 2019). Hth est décrit comme aidant Ubx à maintenir 

son propre niveau d’activation modéré à l’extérieur du pouch. Cela est cohérent avec ce qui 

est observé lors de la perte de fonction de Hth par ARNi (Figure 3F). MS1096-Gal4 médie la 

perte de Hth au niveau de la zone dorsale du pouch et de sa périphérie, ce qui permet alors 

l’apparition d’une forte dose de Ubx. Cette zone du disque imaginal est la zone présomptive 

de la partie dorso-proximale du capitellum, où l’on observe l’apparition de poils sensitifs 

ectopiques traduisant alors une transformation de l’haltère en aile. Cela semble contradictoire 

avec l’augmentation de la dose de Ubx. Cette observation suggère que malgré la dé-répression 

de Ubx, l’identité du tissu tend vers celle de l’aile. Même à forte dose, Ubx nécessiterait donc 

ici la présence de Hth pour spécifier le développement correct de l’haltère. Le gain de fonction 

de Hth au niveau du pouch de l’haltère en utilisant MS1096=4 pour activer UAS-Hth provoque 

bien une réduction de la dose de Ubx, similaire à celle observée dans les zones périphériques 

du disque imaginal (Figure 3 G). Cependant, le phénotype que cela induit est encore une fois 

incohérent avec une simple perte de Ubx, qui devrait se traduire par une transformation du 

capitellum en aile par une augmentation de la taille, un aplatissement et l’apparition de poils 

sensitifs ectopiques. On observe au contraire une réduction de la taille de l’haltère. Cela 

correspond au phénotype que l’on pourrait attendre de l’augmentation de la dose de Ubx, 

que ce soit directement ou via la perte de fonction d’un répresseur de Ubx comme Pc (voir 

figure 2D). Si au stade L3 Ubx et Hth sont peu colocalisés dans le pouch, donnant les parties 

les plus distales de l’haltère au cours de la métamorphose, les domaines occupés par ces deux 

protéines sont davantage chevauchants au stade L2, suggérant que le profil dynamique de 

l’expression de Ubx et Hth au cours du développement pourrait expliquer l’influence de Hth 

au niveau des parties distales de l’haltère malgré l’apparente absence de cette protéine dans 

le pouch du disque imaginal aux stades plus tardifs (Figure supplémentaire 2B). Nos résultats 

confirment donc le rôle de Hth dans la répression de Ubx le long de l’axe proximo-distal au 
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cours du disque imaginal d’haltère, mais suggère également un rôle de cofacteur nécessaire à 

Ubx pour correctement orchestrer le développement de l’haltère. 
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Figure 3 : Rôle de Homothorax dans lors du développement de l’haltère. A : La perte de fonction de Hth en l’absence 

de l’allèle abxpbxbx provoque l’apparition de poils ectopiques au niveau proximo-dorsal du capitellum (flèche rouge). 

La zone proximale du capitellum semble également être déformée. B : En contexte sensibilisé, l’ARNi dirigé contre Hth 

provoque un phénotype sévère de transformation de l’haltère en aile, caractérisé par la présence de poils sensitifs 

ectopiques sur toute la longueur de l’haltère, dessinant une marge rappelant celle observée sur l’aile. L’haltère est 

également plus grand et de forme plus plate. On observe une désorganisation des sensilles campaniformes. C : La perte 

de fonction de Exd par ARNi ne provoque aucun défaut notable au niveau de l’haltère en dehors du contexte sensibilisé. 

D : combiné à abxpbxbx, la perte de fonction de Exd provoque une désorganisation des sensilles campaniformes. E : 

Immunomarquage de Ubx (en rouge) et Hth (en vert) dans le disque imaginal d’haltère sauvage. Ubx et Hth sont très 

peu colocalisés au niveau du pouch, à l’exception du territoire présomptif de la partie proximo-dorsale du capitellum 

(flèche jaune). F : La perte de fonction de Hth par ARNi à l’aide de MS1096-Gal4 provoque la dé-répression de Ubx au 

niveau du territoire présomptif de la zone proximo-dorsale de l’haltère (flèches blanches). Les points verts au niveau 

du pouch correspondent aux noyaux de cellules de la membrane péripodiale entourant le disque imaginal, et ne 

contribuant pas directement au développement de l’haltère. G : le gain de fonction de Hth au niveau du pouch 

provoque une diminution de la dose de Ubx. Cela se traduit par le développement d’un haltère plus petit. 

 

Un nouveau cofacteur candidat de Ubx : Grain (Grn)  

Un autre candidat a provoqué un phénotype particulièrement intéressant. Il s’agit de Grain 

(Grn), un facteur de transcription GATA connu pour son implication dans le développement 

des pattes et de motoneurones chez la drosophile (Brown et Hombria 2000 ; Garces et Thor 

2006). En dehors du contexte sensibilisé, sa perte de fonction par interférence ARN provoque 

une légère augmentation de la taille de l’haltère, accompagnée parfois de la présence de 

quelques poils sensitifs ectopiques (Figure 4A et B). Cependant, combinée à l’allèle abxpbxbx, 

la perte de fonction de grn provoque le phénotype de transformation de l’haltère en aile le 

plus sévère observé lors de ce crible, derrière la perte de fonction de Ubx lui-même, avec une 

pénétrance de 4,9 % (Figure 4C). Nous avons donc procédé à un immunomarquage de Grn et 

Ubx afin de déterminer dans quelles conditions ces deux protéines pourraient interagir au sein 

du disque imaginal d’haltère. Grn se localise principalement au niveau de deux bandes de 

cellules, celles de la zone présomptive de la partie dorsale du capitellum ainsi que celles de 

régions plus proximales (Figure 4D). La perte de fonction de grn par ARNi en employant 

MS1096-Gal4, une fois combinée à l’allèle abxpbxbx, provoque la perte de la présence de Grn 

au niveau de la bande de cellules de la zone dorsale du pouch, ce qui provoque la 

transformation de l’haltère en aile (Figure 4E). À l’inverse, le gain de fonction de grn dans le 

pouch du disque imaginal d’haltère ne semble pas affecter le profil d’expression de Ubx mais 

provoque une diminution drastique de la taille du capitellum, suggérant une augmentation de 

l’activité de Ubx. Grn pourrait donc contribuer à augmenter l’influence de la régulation de Ubx 

sur le programme moléculaire de développement de l’haltère (Figure 3F). Cependant, si tout 

cela suggère bien un rôle de Grn lors du développement de l’haltère, et un rôle de cofacteur 

de Ubx, colocalisation entre Ubx et Grn au niveau du pouch de l’haltère, même aux stades 

plus précoces du développement, reste difficile à mettre en évidence (Figure supplémentaire 

2B). 
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Figure 4 : Rôle de Grain lors du développement de l’haltère. A : Haltère sauvage. B : La perte de fonction de grn par 

ARNi provoque une augmentation sensible de la taille de l’haltère. C : combiné à l’allèle abxpbxbx, la perte de fonction 

de grn provoque une transformation sévère de l’haltère en aile, caractérisée par un important gain de taille, la présence 

de nombreux poils sensitifs ectopiques formant une marge similaire à celle observée sur l’aile (flèches rouges) avec 

une pénétrance de 4,9 %. D : Grn est présent au niveau de deux bandes de cellules, respectivement au niveau du 

territoire présomptif de la partie proximo-dorsale de l’haltère, et de parties plus proximales de l’haltère (têtes de 

flèches jaunes). E : l’ARNi dirigée contre grn médiée par MS1096-Gal4 provoque la perte de la bande la plus distale de 

cellules exprimant grn (flèche jaune). F : Le gain de fonction de grn au niveau du pouch de l’haltère provoque une 

réduction sévère du capitellum de l’haltère. G : Les domaines occupés par Grn et Ubx dans le disque d’haltère sont très 

peu chevauchants, même au stade L2. 
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Figures supplémentaires 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure supplémentaire 1 : profil d’expression de MS1096-Gal4. A : MS1096-Gal4 dirige l’expression de transgènes 

sous le contrôle de séquences UAS au niveau du pouch du disque d’haltère, ainsi que dans les parties dorsales de 

territoires présomptifs de régions plus proximales de l’haltère. B : MS1096-Gal4 présente une activité très similaire 

dans le disque imaginal d’aile. 
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Table supplémentaire 2 : Liste des cofacteurs candidats les plus intéressants. Cette liste exclut les régulateurs 

épigénétiques et comprend les candidats dont la perte de fonction provoque les phénotypes les plus sévères, mais 

aussi les candidats provoquant des phénotypes modérés mais décrits pour jouer un rôle important lors du 

développement de l’aile, tels que ci et en, impliqués dans le développement de l’axe antéro-postérieur de l’aile, ou 

encore kn essentiel à la formation des veines de l’aile. Il est aussi intéressant de noter que Spen a récemment été 

identifié comme un interacteur de Ubx dans le mésoderme embryonnaire (Carnesecchi et al. 2020). 

 

 

  

arm beta-cat (Wg) Sd3 T1

Bx  HD (Wg) Sd1 L C1

ci  Zinc Finger Si1 T1

Deaf1 SAND Sd3

en  HD Si2 C1

grn GATA Si3 T3 M2

hth  HD T2 M2 Si2 C2

kn  HLH T2

MEP-1 Zinc Finger Si2 T2

pan  HMG (Wg) M1 Si1 C1

sd  TF (Wg/Hippo) Sd2 M1

spen RNA maturation M1 Sd1 T1

Zfh2 Zinc Finger L C2
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Figure supplémentaire 2 : Immunomarquage de Ubx et Hth ou Grn dans le disque imaginal d’haltère de second stade 

larvaire. A : Les territoires où l’on trouve Ubx et Homothorax sont analogues à ceux observés aux stades plus tardifs. 

Hth colocalise avec Ubx au niveau du territoire où Ubx est le plus concentré, présomptif des parties distales de l’haltère 

(voir le zoom) B :  Les territoires où l’on trouve Ubx et Grain sont analogues à ceux observés aux stades plus tardifs. On 

observe très peu de chevauchement entre ceux-ci. Un faible marquage de Grn est cependant observable au niveau 

d’une zone présentant un fort marquage de Ubx (voir le zoom). 
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Chapitre III : Discussion et perspectives 

 

1. Identification de cofacteurs candidats de Ubx pour le développement correct de 

l’haltère 

1.1 Un crible en contexte génétique sensibilisé 

Les gènes Hox fascinent les biologistes depuis des décennies par les spectaculaires effets que 

peuvent provoquer leurs mutations, illustrant bien leurs fonctions essentielles au cours du 

développement chez les animaux bilatériens et les cnidaires (He et al. 2018). Chez les 

bilatériens, les protéines Hox agissent de manière spécifique afin de spécifier l’identité des 

différents segments le long de l’axe AP. Cependant, les différentes protéines Hox présentent 

une forte affinité pour des séquences nucléotidiques très similaires in vitro. Cette observation 

est paradoxale en regard de leur grande spécificité de liaison avec le génome observée in vivo 

(Sánchez-Higueras et al. 2019). L’une des hypothèses permettant d’expliquer ce paradoxe 

repose sur l’interaction entre les protéines Hox et d’autres protéines, permettant de former 

des complexes multi-protéiques capables de reconnaître des motifs nucléotidiques plus 

complexes de manière spécifique. Cependant, le peu de cofacteurs bien décrits pour 

collaborer avec les protéines Hox sont des cofacteurs génériques interagissant avec toutes les 

protéines Hox et présents de manière ubiquitaire. L’implication de cofacteurs spécifiques pour 

moduler l’activité des protéines Hox de manière contexte-spécifique est donc très peu 

documentée. Cela souligne la nécessité d’identifier de tels partenaires des protéines Hox dans 

un contexte développemental in vivo. 

Le développement de l’haltère chez la drosophile est un contexte développemental bien 

décrit impliquant la fonction spécifique de la protéine Hox Ubx (Weatherbee et al. 1998). C’est 

donc dans ce contexte développemental particulier que nous avons choisi de rechercher des 

partenaires nécessaires à Ubx pour médier sa fonction spécifique d’orchestration du 

développement d’un organe. Pour cela, nous avons mis en place une approche de crible 

fonctionnel dans l’haltère par interférence ARN (RNAi) afin d’identifier des cofacteurs 

potentiellement nécessaires à l’activité de Ubx pour le développement de l’haltère. Nous 

avons décidé d’utiliser le système UAS-Gal4 afin de diriger la perte d’expression d’une liste de 

gènes candidats dans le primordium d’haltère. Notre système Gal4 repose sur l’utilisation de 

MS1096-Gal4, induisant également l’expression de transgènes dans les primordia d’ailes. Le 

développement de l’haltère est en soi assez peu décrit, considéré comme une modification 

par Ubx du programme développemental de l’aile qui est, lui, extrêmement bien décrit. De 

plus, l’expression ectopique de Ubx au sein des primordia d’ailes suffit à transformer les ailes 

en haltères, ce qui suggère que les cofacteurs nécessaires à Ubx pour spécifier le 

développement de l’haltère sont présents dans les primordia d’ailes (Pavlopoulos et Akam 

2011). Nous avons donc choisi les gènes candidats à tester sur la base de données de la 

littérature du développement de l’aile, ainsi que sur les gènes décrits comme pouvant induire 
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des défauts de développement de l’haltère en cas de mutation. Il est cependant rapidement 

apparu que révéler des anomalies dues à la perte de fonction par RNAi d’un candidat était 

difficile, à la fois du fait de l’étonnante stabilité du programme développemental de l’haltère, 

mais aussi de la petite taille de l’organe rendant difficile l’observation à la loupe binoculaire 

de défauts développementaux subtils. Nous avons donc combiné la perte de fonction par RNAi 

à un contexte génétique sensibilisé, en utilisant un allèle hypomorphe de Ubx, l’allèle 

abxpbxbx. En effet, la stabilité du programme développemental de l’haltère étant directement 

lié à la dose de Ubx (voir l’article Paul et al.) nous avons fait l’hypothèse qu’une diminution de 

40% de ce niveau pouvait sensibiliser le contexte et donc permettre de révéler plus facilement 

le rôle de partenaires transcriptionnels. En accord avec nos observations (Paul et al.) l’allèle 

abxpbxbx provoque un léger phénotype de transformation de l’haltère en aile, avec 

l’apparition sporadique de rares poils sensitifs ectopiques. Ce phénotype permet de révéler 

potentiellement des phénotypes plus sévères de malformation et/ou transformation, et est 

donc compatible avec le crible par RNAi envisagé.  

Un total de 187 gènes candidats ont été testé par RNAi dans ce contexte sensibilisé. 74 

candidats ont provoqué un défaut de développement des ailes lors de leur perte de fonction. 

On observe une anomalie du développement de l’haltère après la perte de fonction de 54 

candidats. Cependant, on observe un défaut de formation de l’haltère indépendant du 

contexte sensibilisé seulement pour 23 de ces candidats. On constate un défaut dont la 

sévérité augmente en contexte sensibilisé pour 8 candidats, tandis que la perte de fonction 

de 23 candidats ne provoque un phénotype anormal qu’en contexte sensibilisé. Cela souligne 

l’intérêt d’effectuer un crible fonctionnel en contexte sensibilisé (Bach et al. 2003 ; Matera et 

al. 2008). Ce crible a permis d’identifier comme cofacteurs potentiels de Ubx des partenaires 

connus des protéines Hox, tels que Hth et Exd, mais aussi Deaf1 ou encore Engrailed, décrit 

pour interagir avec les protéines Hox dans d’autres contextes (Gross et McGinnis 1996 ; 

Gebelein et al. 2004). Cependant des candidats encore peu étudiés dans le contexte du 

développement des appendices de vol ou en tant que cofacteurs de protéines Hox ressortent 

aussi de ce crible, tels que Grn. 

L’approche de perte de fonction par interférence ARN présente des biais intrinsèques, tels que 

la possibilité de la perte de fonction collatérale d’un autre gène cible de manière aspécifique 

(« off-target »), provocant des faux positifs (Dietzl et al. 2007) L’utilisation du contexte 

sensibilisé compense probablement en partie le fait que la perte de fonction des gènes cibles 

médiés par ARNi soit partielle ou puisse être compensée par d’autres gènes (Miklos et Rubin 

1996). Cependant, des faux-négatifs dus à ces phénomènes restent possibles. De plus, 

différentes lignées de drosophiles pour un même RNAi peuvent être utilisée, et leurs efficacité 

respective semble extrêmement variable. Cela peut provenir de la variabilité du site 

d’insertion des transgènes codant pour les ARN interférant, ou de la séquence de ceux-ci, 

pouvant cibler des portions différentes de l’ARNm contre lesquels ils sont dirigés, ou encore 

du fond génétique de chaque lignée. La comparaison des résultats obtenu dans les ailes lors 

de notre crible avec ceux obtenus lors du crible de Schertel et al. (2015) illustre bien cette 
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variabilité. Schertel et al. ont en effet procédé à un crible fonctionnel par perte et gain de 

fonction dans les ailes de drosophile à l’aide de MS1096-Gal4.  Les deux cribles ont testé par 

interférence ARN 58 gènes cibles en commun. Cependant, alors que notre crible utilise les 

lignées TRiP (Dietzl et al. 2007), Schertel et al. ont choisi d’utiliser les lignées KK. Cela explique 

probablement en grande partie pourquoi sur ces 58 candidats en commun, seul 32 (55%) sont 

cohérents (présentant un phénotype sauvage ou anormal lors des deux cribles) (Table 1). Les 

expériences de gain de fonction ne permettent pas nécessairement de confirmer les résultats 

obtenus lors d’expériences de perte de fonction. Schertel et al. ont également eu 

massivement recours au gain de fonction lors de leur crible dans l’aile de drosophile. 

Cependant, ils ont observé que les résultats obtenus lors de la perte et du gain de fonction 

d’un même candidat n’étaient pas corrélés. Ils ont observé qu’environ la moitié des candidats 

provocant un phénotype anormal en cas de perte de fonction provoquaient également un 

phénotype anormal en cas de gain de fonction, et inversement. En revanche, le fait que 

MS1096-Gal4 induise l’expression de transgènes de manière très similaire dans les primordia 

d’ailes et d’haltères, et le fait que ces deux organes soient des homologues en série (dont le 

développement découle de la modification d’un programme développemental ancestral 

partagé par deux segments répétés) suggère que nous pouvons comparer les effets de la perte 

de fonction des différents candidats entre l’aile et l’haltère, et conclure quant à la robustesse 

relative du programme développemental de ces deux organes. En effet, en dehors du contexte 

sensibilisé, seul 23 candidats provoquent un phénotype de développement anormal de 

l’haltère notable. La plupart des 54 candidats dont la perte de fonction provoque un défaut 

de développement de l’haltère quel que soit le contexte génétique provoquent également un 

défaut de développement de l’aile. Les rares exceptions à cela sont grn, crol et Ubx. Cela porte 

le nombre de candidats dont la perte de fonction provoque un phénotype anormal de l’aile à 

74. Le développement de l’haltère semble présenter une plus grande stabilité que celui des 

ailes. Le fait que la perte de fonction d’un même candidat induise un défaut de 

développement des ailes, mais pas de l’haltère, suggère soit que le candidat n’est nécessaire 

que lors du développement de l’aile, soit que la perte de fonction de ce candidat médiée par 

l’interférence ARN est suffisante pour déstabiliser le développement de l’aile, mais pas celui 

de l’haltère. Cela pourrait être dû à la forte dose de Ubx présente dans le primordium 

d’haltère, permettant un contrôle robuste du niveau d’activité de ses gènes cibles et de 

l’identité de l’organe, tandis que la dose de protéine Hox dans le primordium d’aile est bien 

plus faible. Une autre explication complémentaire pourrait résider dans la difficulté à observer 

les phénotypes anormaux au niveau d’un organe aussi petit que l’haltère, et ce même en 

contexte sensibilisé. Des défauts minimes, notamment ceux touchant l’organisation des 

sensilles campaniformes, sont difficiles à observer à la loupe binoculaire. Le constat du fait 

qu’il est très difficile de provoquer un phénotype anormal sévère de l’haltère à part en 

affectant Ubx suggère que de nombreux partenaires aux rôles subtils et potentiellement 

redondants permettent à Ubx d’orchestrer le développement de cet organe. 

  



157 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1 : comparaison des phénotypes obtenus dans l’aile entre ce crible par interférence ARN et celui de Schertel 

et al. 2015. En rouge : les candidats n’ayant pas provoqué de phénotype anormal dans l’aile. En vert : les candidats 

ayant provoqué un phénotype anormal dans l’aile. En bleu : les candidats ayant donné un résultat similaire (phénotype 

normal/anormal) dans les deux cribles. En jaune : les candidats ayant provoqué des résultats différents entre les deux 

cribles. 
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vis no/+

vg 

XRP1

yki 

z  ++/+

Zfh2  + 

Zif  +++/lethal

zf30c

zld



158 
 

1.2 Le crible fonctionnel a révélé un certain nombre de régulateurs épigénétiques, confirmant 

l’importance d’une régulation fine du niveau d’expression de Ubx pour la formation correcte 

des haltères 

Parmi les candidats testés, on trouve de nombreux régulateurs épigénétiques comme les PcG 

(impliqués dans des processus de répression), des TrxG (impliqués dans l’activation 

transcriptionnelle) et des « enhancer of TrxG and PcG » (ETP) capables de fonctionner avec les 

protéines de l’un ou l’autre des deux autres groupes selon le contexte biologique (Fisher et al. 

2010 ; Kuroda et al. 2020). Ces protéines sont connues pour réguler l’expression des gènes 

Hox (Schuettengruber et al. 2017). Cette fonction est cohérente avec l’observation que les 

PcG provocant des phénotypes dans l’haltère en cas de perte de fonction le font 

systématiquement indépendamment du contexte sensibilisé, tandis que les TrxG ne le font 

qu’en contexte sensibilisé. En effet, la diminution de la dose de Ubx induite par abxpbxbx agit 

à l’encontre de la perte d’un répresseur de Ubx, tandis que la perte d’un activateur de Ubx 

aura un effet plus visible si la dose de Ubx est déjà réduite. Notre crible a donc permis de 

mettre en évidence des régulateurs potentiels de Ubx lors du développement de l’haltère. Si 

de tels régulateurs peuvent aussi théoriquement constituer des cofacteurs pouvant permettre 

à Ubx d’induire la répression ou l’activation de gènes cibles, il est probablement difficile de 

séparer les effets épistatiques qu’ils auraient sur Ubx des effets dus à la collaboration comme 

cofacteur potentiel de Ubx. Notre attention s’est donc plutôt portée sur des candidats 

pouvant affecter la fonction de Ubx indépendamment d’un rôle additionnel de régulateur en 

amont. 

 

1.3 Trl et Lolal : à la frontière entre régulateur en amont et cofacteurs 

Les pertes de fonction par RNAi de Trl et lolal provoquent des phénotypes légers de diminution 

de la taille et de déformation de la forme de l’haltère (Figure 1A et B). Ces gènes ont déjà été 

décrits pour être impliqués dans le contexte du développement de l’haltère, en lien avec Ubx 

(Faucheux et al. 2003). Faucheux et al. montrent que des allèles mutants (létaux à l’état 

homozygote) de Ubx (Ubx130), Trl (Trl13C) et lolal (lolalKO2515), ne provocant séparément pas de 

phénotypes anormaux sévères de l’haltère, provoquent une transformation de l’haltère en 

aile une fois combinés ensemble. Connaissant le rôle de Trl dans la régulation épigénétique 

des gènes Hox, ils suggèrent que Trl et Lolal jouent un rôle d’activateurs de Ubx lors du 

développement de l’haltère, sans toutefois proposer de preuve directe. Afin de tester cette 

idée, nous avons procédé à un immunomarquage de Ubx et Trl en contexte sauvage et lors de 

la perte de fonction de Trl. Trl est ubiquitaire dans le disque d’haltère sauvage (Figure 1C), 

mais sa perte de fonction ne provoque pas d’anomalie du profil d’expression de Ubx (Figure 

1D). Cela peut signifier que Trl n’est pas un activateur de Ubx mais pourrait être un cofacteur. 

Cela pourrait aussi suggérer que la perte de fonction médiée par RNAi en utilisant MS1096-

Gal4 intervient trop tardivement, après l’activation de Ubx, suggérant que Trl est nécessaire à 

l’activation mais pas à la maintenance de l’expression de Ubx. Nous avons donc reproduit la 
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combinaison d’allèles de lolal, Trl et Ubx. Nous n’avons alors constaté aucun défaut notable 

de l’expression de Ubx, malgré la reproduction du phénotype de transformation de l’haltère 

en aile observé par Faucheux et al. (Figure 1E-H). Cependant, alors que Faucheux et al. 

obtenaient une telle transformation chez 18% des individus combinant ces trois mutations, 

nous ne l’avons observée que chez 5,6% des individus, et toujours au niveau d’un seul des 

deux haltères sans prévalence particulière pour le côté gauche ou droit. Cet ensemble de 

données suggèrent cependant que Trl n’est pas un activateur de Ubx dans le disque d’haltère.  

Lolal est également un candidat intéressant par son interaction génétique déjà décrite avec 

Trl et Ubx. Il s’agit d’une petite protéine de 127aa constituée uniquement d’un domaine 

POZ/BTB, très conservé et spécialisé dans les interactions protéine-protéine. Une telle 

protéine est donc un candidat tout à fait crédible pour participer à la formation d’un complexe 

multi-protéique permettant de moduler la fonction de Ubx. Aucun anticorps anti-Lolal n’est 

malheureusement disponible, mais les données transcriptomiques dans le disque d’aile 

montrent que lolal serait exprimé de manière plutôt uniforme dans le disque d’aile (Figure 2). 

En supposant que ce profil d’expression soit reproduit dans le disque d’haltère, cela pourrait 

signifier que Lolal est colocalisé avec Ubx, avec donc un rôle potentiel de cofacteur. Ce type 

de candidat, une petite protéine spécialisée dans les interactions protéine-protéine, rappelle 

l’importance que les petites protéines peuvent avoir lors de divers processus biologiques 

(Samandi et al. 2017 ; Leslie 2019). En effet, les petites protéines ont été peu étudiées malgré 

leur rôle essentiel, des bactéries (Storz, Wolf, et Ramamurthi 2014) aux mammifères (Frith et 

al. 2006 ; Plaza, Menschaert, et Payre 2017). Cela est en partie dû à la difficulté technique de 

leur étude, mais aussi à la considération arbitraire que les ORF (« Open reading frame », ou 

cadre ouvert de lecture de l’ADN)  courts, de moins de 100 amino-acides, ne produiraient pas 

des protéines fonctionnelles (Harrison et al. 2002). 
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Figure 1 : Rôle de Trithorax-like et Lola-like lors du développement de l’haltère. A : la perte de fonction de Trl par 

RNAi provoque une légère diminution de la taille de l’haltère ainsi que le développement d’un capitellum sensiblement 

plus fin. B : La perte de fonction de lolal par RNAi provoque la diminution de la taille de l’haltère. C : Trl est présent de 

manière ubiquitaire dans les noyaux des cellules du disque imaginal d’haltère sauvage, et colocalise donc avec Ubx. D : 

La perte de fonction de Trl par RNAi ne provoque pas de modification du profil d’expression de Ubx. E-F : les mutants 

lolalKO2515 et Trl13C ne provoquent pas de phénotype anormal notable de développement de l’haltère, ni de défaut 
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notable du profil d’expression de Ubx. G : l’allèle Ubx130 provoque une légère transformation de l’haltère en aile, 

caractérisée par l’apparition sporadique de quelques poils sensitifs ectopiques au niveau du capitellum de l’haltère. H : 

La combinaison de ces trois allèles provoque une transformation sévère de l’haltère en aile avec une pénétrance d’un 

haltère sur deux chez 5,6 % des individus (n=231), caractérisé par l’augmentation de la taille de l’haltère et de 

nombreuses rangées de poils ectopiques organisés le long d’une marge, suggérant une perte d’activité de Ubx, 

principalement au niveau de la frontière dorso-ventrale du pouch du disque d’haltère. Cependant, le profil 

d’expression de Ubx ne semble pas affecté. 

 

Figure 2 : Marquage in situ virtuel de lolal dans le disque 

imaginal d’aile à partir de données transcriptomiques. Le 

gène lolal est actif de manière ubiquitaire dans l’ensemble 

du disque imaginal d’aile, y compris dans le pouch, et 

particulièrement au niveau de la frontière dorso-ventrale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 Hth, régulateur en amont et cofacteur pour la formation des haltères 

Le gène Hth est apparu comme un des candidats les plus intéressants : sa perte par RNAi 

entraînait un phénotype sévère et la protéine était déjà décrite dans la littérature comme 

cofacteur des protéines Hox dans de nombreux contextes développementaux. Cependant, 

Hth a récemment été décrit comme un répresseur de Ubx dans le disque imaginal d’haltère, 

permettant à Ubx de réprimer sa propre expression afin de maintenir une dose relativement 

faible dans les territoires présomptifs des parties proximales de l’haltère (Delker et al. 2019). 

Malgré ce rôle de régulateur, les phénotypes provoqués par la perte et le gain de fonction de 

Hth suggèrent aussi un rôle de cofacteur de Ubx. L’analyse de données de ChIP-seq de Hth et 

de Ubx au niveau des disques imaginaux d’haltère montre que les deux protéines 

reconnaissent des sites à proximité l’une de l’autre au niveau de régions promotrices de 

nombreux gènes cibles, illustrant donc une coopération possible au cours du développement 

de l’haltère (Choo et al. 2011). 
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1.5 Grn, nouveau cofacteur indispensable à la fonction de Ubx dans le disque d’haltère. 

Le second cofacteur candidat ayant retenu notre attention est Grn. En contexte sensibilisé, la 

perte de fonction de grn provoque en effet la transformation de l’haltère en aile la plus sévère 

que nous ayons observée (après la perte de fonction du gène Ubx lui-même). De plus, Grn ne 

semble pas être un régulateur de Ubx puisque ni sa perte, ni son gain de fonction n’affectent 

le profil d’expression de Ubx dans le disque imaginal d’haltère. Cependant, comme pour Hth, 

la colocalisation avec Ubx dans les territoires présomptifs des parties les plus distales de 

l’haltère n’est visible qu’au niveau de quelques cellules. Comme l’a montré l’étude de Antp 

(Paul. et al), les profils d’expression de gènes impliqués dans le développement des 

appendices de vol peuvent être très dynamiques, et un rôle plus précoce de Grn (au stade L1 

par exemple) pour le développement des parties distales de l’haltère peut être envisagé. Il 

serait intéressant de disposer de données de transcriptome des cellules exprimant Grn dans 

le disque d’haltère afin de connaître le niveau d’expression de Ubx. 

Des données récentes de transcriptomes des cellules isolées (« single-cell transcriptomic 

approach ») dans les disques imaginaux d’aile permettent de nuancer les observations issues 

des immunomarquages, limitées par le rapport signal/bruit de fond lors des acquisitions au 

microscope confocal et l’affinité des anticorps. Les gènes Hth et Grn semblent en effet 

exprimés au niveau du pouch des disques d’ailes, à des niveaux plus faibles qu’en périphérie 

du pouch. Au niveau des zones de plus forte expression, les marquages in situ virtuels générés 

à partir de ces données de transcriptomiques reproduisent bien les territoires occupés par Hth 

et Grn observés en immunomarquages dans les disques imaginaux d’aile (Figure 3) (Deng et 

al. 2019). Les territoires occupés par Hth et Grn semblent extrêmement homologues entre les 

disques d’ailes et d’haltères. Bien que le niveau de traduction des protéines ne soit pas 

nécessairement directement corrélé au niveau de transcription du gène correspondant, et à 

moins que des régulations spécifiques au niveau du pouch de l’haltère ne modifie le profil 

d’expression observé dans l’aile, ces données suggèrent que Hth et Grn pourraient être 

présents à faible dose dans le pouch du disque d’haltère. Cela pourrait expliquer l’effet de la 

perte et du gain de fonction de ces gènes dans les parties distales de l’haltère, et appuyer 

l’hypothèse d’un rôle de cofacteur de Ubx. 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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Figure 3 : Profil d’expression de Hth et Grn dans les disques imaginaux d’aile. A : Les territoires occupés par Hth dans 

le disque d’aile observés en immunomarquage (à gauche) correspondent aux territoires où Hth s’exprime fortement 

d’après des données de transcriptomique (à droite). B : Les territoires occupés par Grn dans le disque d’aile observé 

en immunomarquage (à gauche) correspondent aux territoires où Grn s’exprime fortement d’après des données de 

transcriptomique (à droite). Dans les deux cas, les données de transcriptomique suggèrent une expression dans le 

pouch du disque d’aile, malgré un niveau d’activité plus faible que dans les territoires périphériques. La coloration des 

marquages in situ virtuels varie selon l’intensité moyenne de l’expression du gène considéré au sein des différents 

compartiments, du rouge (plus élevé) au jaune pâle (plus faible). 

 

Une collaboration avec l’équipe du professeur Lingadahalli Subrahmanya Shashidhara (Pune, 

Inde) ayant accès à des données de ChIP-seq de Ubx dans le disque d’haltère, ainsi qu’aux 

transcriptomes comparés des disques imaginaux d’ailes et d’haltère permet d’identifier les 

sites de liaison de Ubx au niveau de gènes différentiellement exprimés entre l’aile et l’haltère. 

Ces gènes sont donc probablement des gènes cibles directs de Ubx. Il est alors possible de 

rechercher des motifs nucléotidiques reconnus par d’autres FT à proximité de ces sites liés par 

Ubx. Un enrichissement de sites pour des FT spécifiques à proximité des sites liés par Ubx peut 

alors suggérer une coopération entre ces protéines pour la régulation transcriptionnelle. Le 

motif reconnu par Grn (Figure 4A) est retrouvé enrichi à proximité de sites de liaison au niveau 

de gènes cibles réprimés par Ubx (Figure 4B). Parmi ces gènes, on retrouve plusieurs gènes 

connus pour être impliqués dans le développement des ailes et/ou réprimés par Ubx (Figure 

4C). Ces données suggèrent encore que Grn peut être un cofacteur de Ubx. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Le motif nucléotidique reconnu par Grain (Grn) est enrichi au niveau des gènes cibles de Ubx dans l’haltère. 

A : Motif nucléotidique reconnu par Grn. B : Le motif nucléotidique reconnu par Grn est enrichi à proximité des sites 

liés par Ubx au niveau de gènes réprimés dans l’haltère. C : Parmi ces gènes, on retrouve de nombreux gènes impliqués 

dans le développement de l’aile et /ou connus pour être une cible de Ubx (aristaless : Campbell et Tomlinson 1998 ; 

Antp : Tsubota, Saigo, et Kojima 2008 ; blistered : Fristrom et al. 1994 ; Distal-less : Gebelein et al. 2002 ; headcase : 

Weaver et White 1995 ; larval translucida : Szuperák et al. 2011 ; magu : Hamaratoglu et al. 2011 ; vestigial : Baena-

López et García-Bellido 2003 ; Wnt2 : Kozopas, Samos, et Nusse 1998). 
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1.6 Capacité d’interaction entre les cofacteurs candidats identifiés et les protéines Hox 

Afin de savoir si les cofacteurs candidats identifiés par notre approche ont effectivement la 

capacité d’interagir physiquement avec Ubx dans le disque imaginal d’haltère, nous avons 

utilisé le système UAS/Gal4 pour co-exprimer des protéines Hox fusionnées au fragment C-

terminal de la protéine fluorescente Venus (VC) et ces cofacteurs fusionnés au fragment N-

terminal de Venus (VN). Afin de savoir si cette éventuelle capacité d’interaction est spécifique 

de Ubx ou partagée par des protéines Hox incapables de sauver le développement de l’haltère, 

nous avons fait de même avec la protéine Scr fusionnée avec VC (Figure 5). Les protéines Hth, 

Trl, Lolal et Grn sont toutes capables d’interagir avec Ubx mais aussi avec Scr. Si cela révèle un 

potentiel d’interaction entre ces différentes protéines, dans ce contexte, la dose de chaque 

partenaire mis en jeu peut être bien supérieure à la dose à laquelle ils sont retrouvés 

physiologiquement au sein d’une cellule lors de processus développementaux. Ce n’est donc 

pas une preuve que ces couples formeront des dimères s’ils sont produits à des doses 

inférieures. De plus, la capacité d’interaction entre les protéines Hox et leurs partenaires ne 

dépend pas d’un potentiel d’interaction absolu entre les deux protéines, mais aussi du 

contexte dans lequel ces protéines se trouvent. En effet, les protéines Hox peuvent interagir 

de manière spécifique dans certains types cellulaires avec des partenaires pourtant 

ubiquitaires (Carnesecchi et al. 2020). 

 

 

Figure 5 : Analyse par BiFC du potentiel d’interaction entre les 

cofacteurs candidats identifiés et les protéines Hox Ubx et Scr. 

Des couples de cofacteurs candidats identifiés par notre approche 

sont fusionnés à VN, et de protéines Hox (Ubx ou Scr) fusionnées 

à VC sont produits dans les disques imaginaux d’haltère de 

drosophile à l’aide du système UAS/Gal4. L’apparition d’un signal 

fluorescent vert signifie que les deux protéines de fusion en 

présence se sont suffisamment rapprochées (à moins de 40nm) 

pour permettre la formation d’un complexe fluorescent entre les 

deux fragments de la Venus, suggérant un potentiel d’interaction 

entre les deux protéines testées. 
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1.7 Vers une approche par BioID complémentaire de l’approche génétique pour identifier les 

cofacteurs de Ubx dans le disque d’haltère 

 

Le crible fonctionnel a permis de révéler de nombreux autres cofacteurs potentiels de Ubx. 

Croiser ces données fonctionnelles avec des données issues d’autres approches est un 

excellent moyen de diriger nos efforts de recherche vers les candidats les plus susceptibles de 

constituer un réel cofacteur de Ubx. C’est la raison pour laquelle mon projet principal était de 

combiner le crible fonctionnel par RNAi avec une approche biochimique, permettant de 

révéler les protéines interagissant physiquement avec Ubx dans le disque imaginal d’haltère. 

J’ai donc consacré une grande partie de mon temps de recherche à adapter la méthode de 

BioID au contexte développemental de l’haltère (voir Annexe). Pour cela, nous avons généré 

des lignées transgéniques de drosophiles pouvant exprimer à l’aide du système UAS/Gal4 des 

protéines Hox fusionnées à l’enzyme BirA*, notamment Ubx. Nous avons choisi d’utiliser 

l’allèle UbxGal4LDN (De Navas, Garaulet, et Sánchez-Herrero 2006), une insertion de Gal4 au 

niveau du locus de Ubx, afin de diriger l’expression de ces transgènes de manière très similaire 

à celui de Ubx endogène dans les disques imaginaux d’haltère. Afin de nous assurer que la 

fraction des protéines biotinylées par BirA*-Ubx était enrichie en partenaires nécessaires au 

développement de l’haltère Ubx-dépendant, nous avons choisi de combiner les allèles 

UbxGal4LDN et UAS-BirA*-HA-Ubx à l’allèle abxpbxbx. Les deux allèles UbxGal4LDN et abxpbxbx 

sont des hypomorphes de Ubx et leur combinaison provoque une transformation de l’haltère 

en aile. Dans ce contexte, c’est la protéine BirA*-HA-Ubx qui sauve le développement de 

l’haltère (Voir annexe). Cela permet également d’éviter la titration des cofacteurs pertinents 

par la protéine Ubx endogène. Afin de discriminer ces partenaires de protéines capables 

d’interagir avec les protéines Hox indépendamment de leur capacité à spécifier l’haltère, nous 

avons généré une lignée transgénique capable de produire l’enzyme BirA* fusionnée à Dfd, 

une protéine Hox qui n’est pas capable de sauver la perte de fonction de Ubx lors du 

développement de l’haltère. 

Nous avons ensuite mis au point le protocole biochimique permettant de purifier les protéines 

biotinylées à partir des extraits protéiques issus de cellules exprimant BirA*-HA-Ubx. La 

principale difficulté réside alors dans l’obtention d’une quantité initiale importante d’extraits 

de protéines afin de purifier suffisamment de protéines biotinylées pour effectuer des 

analyses qualitatives par spectrométrie de masse (LC-MS). En effet, la faible taille des disques 

d’haltères (entre 8 000 et 10 000 cellules, Martin 1982) nécessite la dissection de très 

nombreuses larves pour obtenir assez de protéines pour réaliser une telle analyse, 

contrairement aux approches de culture cellulaire, qui permettent facilement d’obtenir 

suffisamment de protéines pour réaliser des analyses de spectrométrie de masse quantitative. 

Cette limitation à des approches de spectrométrie qualitative implique la nécessité d’utiliser 

des contrôles pertinents, comme l’usage de BirA*-HA-Dfd, mais aussi éventuellement BirA*-

HA-NLS (« Nuclear Localisation Signal », une séquence peptidique permettant d’adresser 
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l’enzyme BirA* au noyau) afin de connaître le bruit de fond de la biotinylation par BirA* dans 

le compartiment nucléaire. Le grand investissement en temps de dissection de larves 

nécessaire pour effectuer chaque condition en triplicat biologique limite également le nombre 

de conditions réalisables. En effet, il aurait été aussi intéressant de reproduire l’expérience 

avec d’autres protéines Hox capables de sauver le développement de l’haltère, telles que 

AbdA ou Antp, afin de savoir si ces protéines utilisent les mêmes partenaires que Ubx pour 

accomplir la même fonction. 

La mise au point des différentes étapes de cette approche a pris plus de temps que prévu, si 

bien qu’un financement pour une quatrième année de thèse aurait été nécessaire afin de 

mener à bien les étapes lourdes de dissections, et les analyses des données de spectrométrie 

de masse. Malheureusement ce financement n’a pas été obtenu, et la fermeture de l’institut 

pendant plusieurs mois, due à la crise sanitaire du Covid-19, a compromis encore un peu plus 

la finalisation de ce projet dans le temps restant. Aussi j’ai pu mettre au point des outils dédiés 

au contexte développemental de l’haltère, mais les expériences en triplicat restent désormais 

à réaliser. Cette approche aurait pu fournir des données qui auraient été comparées à celles 

du crible fonctionnel par RNAi et permettre ainsi d’identifier les candidats les plus solides. De 

manière générale, la comparaison de deux approches à large échelle dans un même contexte, 

l’une génétique et l’autre biochimique, aurait été intéressante car encore jamais réalisée. 

 

2. Rôle de sites à faible affinité pour Ubx lors du développement de l’haltère 

 L’équipe du professeur Shashidhara a également étudié la fonction des orthologues de Ubx 

chez différentes espèces d’insectes, comme le papillon Bombyx mori, ou l’abeille Apis 

mellifera. Nos collaborateurs ont constaté que les orthologues de Ubx issus de ces deux 

espèces, impliqués dans le développement des ailes dans leurs contextes biologiques natifs, 

sont capables de réprimer le développement des ailes une fois ces orthologues produits chez 

la drosophile, en réprimant des gènes tels que ceux impliqués dans la voie Wingless, comme 

le ferait Ubx de drosophile (Prasad et al. 2016). Cette différence de fonction d’une même 

protéine selon le contexte biologique dans lequel elle se trouve pourrait être due à des 

différences dans les partenaires avec lesquels elle interagit, et/ou à des différences au niveau 

des gènes cibles. Pour connaître les différences dans la liaison de Ubx au niveau des génomes 

selon le contexte biologique, les auteurs ont généré des données de ChIP-seq de Ubx dans le 

disque imaginal d’haltère de drosophile, mais également dans le primordium d’aile de 

l’abeille. L’analyse de ces données révèle notamment que Ubx se lie principalement à des 

motifs consensus TAAT bien décrits pour être liés par les protéines Hox chez l’abeille. 

Étonnamment, Ubx se lie préférentiellement à des motifs non-canoniques ATTTA chez la 

drosophile (Figure 6). Nous avons exploré plus en aval quelle pouvait être la pertinence de ces 

motifs atypiques dans le contexte de la fonction de Ubx.  
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Figure 6 : Variation de la préférence de liaison à l’ADN dans les primordia d’appendices de vol entre les orthologues 

de Ubx issus de la drosophile et de l’abeille. Cette analyse compare la fréquence/Kb des site de liaison par Ubx de 

type canonique (TAAT) et non-canonique (ATTTA) dans le génome de la drosophile et au niveau des séquences 

d’environ 150 paires de bases précipitées avec Ubx lors du ChIP-seq dans le primordium d’haltère chez la drosophile 

ou d’aile chez l’abeille. A : Chez la drosophile comme chez l’abeille, on n’observe que la fréquence de liaison de Ubx 

aux sites canoniques est similaire entre le primordium d’haltère chez la drosophile et d’aile chez l’abeille. On observe 

cependant une plus grande fréquence des sites canoniques dans le génome de l’abeille que dans le génome de la 

drosophile. B : Au niveau du ChIP-seq de Ubx chez la drosophile, on observe une haute fréquence de sites de liaison 

non-canoniques TAAAT, supérieure à la fréquence à laquelle on retrouve ce type de motifs dans le génome complet. 

Chez l’abeille, la liaison de Ubx aux sites non-canoniques est similaire à celle observée pour les sites canoniques. 

 

L’élément cis-régulateur « edge » du gène CG13222 est déjà bien décrit pour être une cible 

directement activée par Ubx lors du développement de l’haltère. Cet enhancer présente des 

motifs canoniques (TAAT) et non canoniques (ATTTA). Cependant, les analyses de cet élément 

réalisées jusqu’à aujourd’hui ne permettent pas de savoir si ces différents sites sont 

effectivement liés par Ubx, puisque les motifs non-canoniques de ce type n’étaient pas 

particulièrement considérés comme pouvant être liés par Ubx. En effet des expériences in 

vitro de retard sur gel montrent que Ubx peut se lier à la séquence de cet élément. Le 

remplacement des nucléotides TAAT des sites canoniques par des guanines induit la perte 

d’affinité de Ubx pour cet élément. Cependant, ces mutations touchent également les sites 

non-canoniques puisqu’ils chevauchent parfois les sites canoniques (TAAATTA, Hersh et al. 

2007) (Figure 7). Nous avons donc reproduit ces expériences de retard sur gel en ne mutant 

que les nucléotides impliqués seulement dans les sites non-canoniques ou canoniques 

(TAAATTA, Figure 8A et B). Ces expériences suggèrent que les deux types de motifs, 

canoniques et non-canoniques, sont responsables de la liaison de Ubx à cet élément in vitro. 

Nous avons également testé deux autres protéines Hox, Antp qui est capable de sauver le 

B A 
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développement de l’haltère, et Scr qui n’en est pas capable. Tandis que Antp présente comme 

Ubx une forte affinité pour cet élément, et est capable de lier les sites non-canoniques ATTTA, 

Scr ne parvient pas à lier cet élément (Figure 8C et D). Afin de contrôler si l’absence de liaison 

de Scr provenait d’un défaut de la production de la protéine utilisée pour l’expérience de 

retard sur gel, nous avons également testé la liaison de Ubx, Antp et Scr sur une sonde 

présentant un motif typiquement reconnu par les dimères Hox/Exd (sonde issue de Galant et 

Carroll 2002). Alors que Ubx et Antp présentent une capacité de liaison très similaire, Scr seul 

se lie avec peu d’affinité. En présence de Exd en revanche, Scr se lie avec une grande affinité 

à la sonde en formant un dimère Scr/Exd (Figure 8E). Cette différence de propriétés de liaison 

à l’ADN entre Antp/Ubx et Scr s’observe également au niveau de sondes présentant des motifs 

canoniques, comme une sonde reproduisant un enhancer de Spalt (Figure 8F). Cela suggère 

que les protéines Ubx et Antp, capables de sauver le développement de l’haltère, présentent 

des propriétés de liaison à l’ADN très similaires, et peuvent se lier in vitro aux motifs ATTTA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Des sites de liaison pour Ubx sont nécessaires in vivo pour l’activité de l’élément régulateur CG13222 edge. 

A : Alignement des séquences d’une portion de l’élément cis-régulateur CG13222 edge issu de six espèces de 

drosophiles différentes (D. melanogaster, D. simulans, D. yakuba, D. ananassae, D. pseudoobscura, D. virilis). Le site 

Ubx 1 est très conservé chez les six espèces, représentant une conservation sur une distance évolutive de 60 millions 

d’années. Le site Ubx 2 est moins conservé, et ne semble présent que chez les espèces étroitement liées D. 

melanogaster et D. simulans. B : expériences de retard sur gel à partir d’oligonucléotides contenant les sites de liaison 

de Ubx.  Les oligonucléotides contenant soit le site Ubx 1, soit le site Ubx 2, sont incubés avec une quantité croissante 

d’homéodomaine de Ubx. La première piste de chaque gel ne contient pas d’homéodomaine de Ubx. Les pistes 2 à 6 

de chaque gel présentent une augmentation de 300 % de la quantité de protéine, couvrant un spectre de 0,4 ng à 33 

ng d’homéodomaine de Ubx. La liaison de Ubx au site 2 sauvage apparaît 10 fois plus faible que la liaison au site Ubx 1 

sauvage. La mutation du site 1 (M1) réduit au moins 30 fois l’affinité de Ubx à la sonde comparée au site 1 sauvage. La 

mutation du site 2 (M2) réduit l’affinité de Ubx environ 10 fois comparativement au site 2 sauvage. C : L’élément cis-

régulateur CG13222 edge (de 459 paires de bases) induisant l’expression d’un gène rapporteur dans le disque imaginal 
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d’haltère ne contient que deux sites de liaison par Ubx (TAAT/ATTA), localisés à 20 paires de bases l’un de l’autre. D : 

La mutation des deux sites (M1M2) élimine l’expression du rapporteur GFP à de la limite postérieure du disque 

d’haltère, maintenant l’expression dans le groupe de cellules de la région présomptive du hinge. E : La mutation du 

site 1 (M1) seule élimine l’expression du rapporteur GFP. F : La mutation du site 2 (M2) seul n’a pas d’effet détectable 

sur l’activité cis-régulatrice. À partir de Hersh et al. 2007. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Ubx et Antp présentent des capacités de liaison aux sites canoniques et non-canoniques très similaires. 

Les monomères de protéines Hox liées aux sondes sont indiquées par des flèches rouges. Les dimères Hox/Exd ou 

Hox/anticorps sont indiqués par une flèche bleue. La liaison de deux protéines Hox sur la sonde Spalt 6/6 est indiquée 

par une flèche verte. A : Ubx peut se lier à la sonde CG13222 M1 sauvage. La mutation du site non-canonique abolit la 

liaison de Ubx, tandis que la mutation du site non-canonique n’affecte pas l’affinité de Ubx à la sonde. B : Ubx peut se 

lier à la sonde CG13222 M2 sauvage. La mutation du site canonique abolit la liaison de Ubx à la sonde. La conversion 

du site canonique en site non-canonique restaure très faiblement la liaison de Ubx. C : Scr n’est pas capable de lier la 

sonde CG13222 M1 sauvage, tandis que Antp présente une affinité très similaire à celle de Ubx. D : La mutation du site 
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canonique de la sonde CG13222 M1 n’abolit pas la liaison de Antp. E : La mutation du site non-canonique de la sonde 

CG13222 M1 n’abolit pas la liaison de Antp. Cela suggère que Antp interagit avec la sonde CG13222 M1 via le site non-

canonique, comme Ubx. E : Ubx et Antp peuvent se lier seuls à la sonde contenant un site consensus de liaison Hox/Exd 

avec une grande affinité. Scr se lie à cette sonde avec une plus faible affinité. Ces trois protéines Hox peuvent se lier à 

cette sonde en formant un dimère avec Exd. La séquence de la sonde utilisée est tirée de Galant et Carroll 2002. F : 

Ubx et Antp présentent une forte affinité à la sonde Spalt 5/6, portant deux sites canoniques de liaison par des 

protéines Hox. Scr présente une affinité modérée à cette sonde. Les trois protéines Hox peuvent se lier simultanément 

aux deux sites présents sur la sonde, formant une bande de plus haut poids moléculaire. L’ajout d’un anticorps 

spécifique de chaque protéine Hox (technique dite de « supershift ») provoque l’apparition d’une bande de plus haut 

poids moléculaire, confirmant que les bandes observées sont spécifiquement dues aux protéines Hox considérées. 

 

L’équipe du professeur Shashidhara a de son côté généré des lignées de drosophiles 

transgéniques possédant des variantes de l’élément CG13222 edge contrôlant l’expression 

d’une séquence codante pour la GFP. Alors que la version sauvage induit l’expression de la 

GFP au niveau de trois territoires bien définis dans le disque d’haltère (Figure 9A), une 

mutation similaire à celle effectuée par Hersh et al. au niveau du site M1 induit la perte du 

territoire 1, ainsi qu’une diminution de l’étendue et de l’intensité du signal fluorescent des 

deux autres motifs (Figure 9B). Le même effet est observé en convertissant un site non-

canonique en site canonique du site M2 (Figure 9C). À l’inverse, convertir un motif canonique 

en motif non-canonique dans le site M2 provoque aussi la perte du territoire d’expression 1, 

mais induit la modification du profil des deux autres territoires (Figure 9D). Cela suggère que 

ces deux types de sites sont impliqués dans la régulation de CG13222, potentiellement 

redondants, et qu’un équilibre entre ces différents types de motifs permet d’établir 

précisément le profil et l’intensité de l’expression. Cependant, ces mutations touchent parfois 

également les deux territoires canoniques et non-canoniques superposés, de manière 

similaire aux mutations étudiées in vitro par Hersh et al. Nous attendons actuellement les 

résultats provenant des lignées transgéniques présentant exactement les mêmes mutations 

que celles que nous avons testé in vitro, permettant de disséquer la fonction de chaque motif 

séparément, afin de conclure avec d’avantage de confiance quant au rôle des différents motifs 

au sein de cet élément cis-régulateur. 
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Figure 9 : Des sites de liaison pour Ubx canoniques et non-canoniques sont nécessaires pour la régulation de 

CG13222 in vivo. A : CG13222 edge sauvage induit l’expression de la GFP au niveau de trois territoires bien définis dans 

le disque d’haltère (flèches jaunes). B : Une mutation touchant les motifs canoniques et non-canoniques du site M1 

induit la perte du territoire 1, ainsi qu’une diminution de l’étendue et de l’intensité du signal fluorescent dans les 

territoires 2 et 3. C : La conversion du site M1 en un unique site canonique provoque le même effet. D : La conversion 

du motif canonique en motif non-canonique du site M2 provoque la perte du territoire 1, et la modification du profil 

des deux autres.  

 

Un autre élément cis-régulateur permet d’étudier l’importance de ces différents sites. Il s’agit 

de l’enhancer Quadrant du gène vestigial (vgQ). Chez la drosophile, cet élément contient aussi 

des sites non-canoniques et canoniques reconnus par Ubx, qui le réprime dans le disque 

d’haltère. L’orthologue de cet enhancer de vg chez Apis mellifera ne contient en revanche 

qu’un site canonique. L’équipe du professeur Shashidhara a donc généré des lignées de 

drosophile transgénique produisant la GFP sous contrôle de variants de ces différents 

A 
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éléments cis-régulateurs. Alors que vgQ sauvage de drosophile est bien actif dans le disque 

imaginal d’aile, mais réprimé dans le disque d’haltère (Figure 10A). En revanche, l’enhancer 

de Apis présente une expression forte dans le disque imaginal d’aile, mais aussi dans le disque 

imaginal d’haltère, et ce particulièrement là où Ubx est présent à forte dose, suggérant qu’il 

est activé par Ubx (Figure 10B). La conversion du motif canonique en motif non canonique 

ATTTA au sein de l’enhancer issu de Apis ne semble pas affecter l’expression dans le disque 

d’aile, mais augmenter l’expression dans le disque d’haltère (Figure 10C). Cela suggère que le 

site ATTTA favorise davantage la liaison de Ubx à cet élément. En revanche, ajouter un motif 

non-canonique à proximité du motif canonique induit une diminution de l’expression dans 

l’haltère. Cela peut être dû à une modification de l’affinité de liaison de Ubx, mais aussi à la 

perturbation trop forte de la topologie des sites de liaisons présents au niveau de cet 

enhancer, induite par l’ajout d’un site entier (Figure 10D). Si ces données suggèrent encore 

que les sites non-canoniques ATTTA peuvent être liés par Ubx in vivo et être impliqués dans 

des fonctions biologiques, il faut attendre les résultats provenant de lignées possédant un 

enhancer de drosophile vqQ présentant les motifs ATTTA convertis en motifs TAAT afin de 

confirmer la nécessité de tels motifs pour la régulation de vg par Ubx. Avec les résultats 

concernant l’élément régulateur de CG13222, cela pourrait montrer l’importance de sites non 

canonique de faible affinité pour les protéines Hox lors du développement de l’haltère, et ce 

au niveau de gènes activés (CG13222) et réprimés (vg) par Ubx. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Analyse des sites de liaison pour les protéines Hox au niveau d’un enhancer de vestigial (vg) de drosophile 

et d’abeille. A : L’enhancer sauvage Quandrant du gène vg de Drosophila melanogaster contient un site canonique et 

un site non-canonique de liaison par des protéines Hox, et un site pouvant être reconnu par Trl (GAGA). Il induit une 

expression du rapporteur GFP dans le disque d’aile mais pas dans le disque d’haltère. B : L’orthologue de cet enhancer 

chez Apis mellifera ne contient qu’un site canonique de liaison par les protéines Hox, et n’est pas réprimé dans le 

disque d’haltère mais semble être particulièrement actif au niveau du pouch, où Ubx est fortement concentré. C : 

Convertir le site TAAT de l’enhancer de Apis en TAAAT induit une expression plus intense dans le disque d’haltère. D : 

ajouter un site TAAAT à proximité du site TAAT de l’enhancer issu d’Apis provoque une diminution de l’expression du 

rapporteur GFP dans le disque d’haltère.  
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L’importance de tels sites de faible affinité a déjà été documentée pour être essentielle à la 

fonction spécifique de protéines Hox. C’est le cas de la régulation du gène shavenbaby (svb), 

dont l’activation par Ubx repose sur une accumulation de motifs de faible affinité, redondants 

au niveau de ses séquences régulatrices (Crocker et al. 2015). Si la perte d’un de ces motifs 

n’affecte pas drastiquement le profil d’expression de svb, la conversion de ces sites en motifs 

de forte affinité provoque l’augmentation du niveau d’expression dans les territoires 

d’expression normaux, mais aussi une expression ectopique due à la capacité qu’ont alors des 

protéines Hox autres que Ubx à se lier à ces motifs. La régulation des gènes par des enhancers 

contenant des sites de faible affinité ne semble pas seulement dépendante de la nature de la 

protéine Hox en présence, mais aussi de la dose de cette protéine. Les enhancers de tels gènes 

peuvent alors se trouver au sein de micro-environnements nucléaires où l’on trouve une forte 

concentration de leurs protéines régulatrices (Tsai et al. 2017). Le fait que Ubx utilise 

préférentiellement des motifs de faible affinité pour contrôler ses gènes cibles dans le disque 

imaginal d’haltère de drosophile est donc cohérent avec la forte dose de Ubx observée dans 

le disque d’haltère, et pourrait expliquer pourquoi ce n’est qu’une forte diminution de la 

concentration de Ubx qui est capable de provoquer la transformation progressive de l’haltère 

en aile (Smolik-Utlaut 1990 et Paul et al.). 

 

3. Fonction des gènes Hox dans le développement des ailes chez la drosophile 

Si le rôle de Ubx lors de la formation de l’haltère est clairement établi, le développement des 

ailes est considéré depuis longtemps comme étant indépendant de la fonction de gènes Hox 

(Struhl 1982 ; Carroll et al. 1995). En effet, Carroll et al. montrent que la protéine Antp semble 

ne pas être présente au niveau du pouch des disques imaginaux d’ailes, et son expression 

ectopique n’a pas d’effet sur la morphologie de l’aile, ni sur l’expression du gène vestigial, 

essentiel pour la formation de l’aile (ces données ne sont pas montrées). Cependant, d’autres 

études montrent que Antp est capable de promouvoir la formation de structures de l’aile 

ectopiquement au niveau des yeux (Kurata et al. 2000 ; Prince et al. 2008). Ces résultats 

entraînent donc des conclusions opposées quant au rôle possible de Antp pour la formation 

des ailes. L’observation d’un défaut de développement des ailes lors de la perte de fonction 

de Antp au cours de notre crible par interférence ARN va également dans le sens d’un rôle 

possible de Antp. 

 

Nous avons ainsi réalisé des immunomarquages de Antp pour vérifier son profil d’expression 

au cours du développement du disque imaginal d’aile, au stade L3 mais aussi aux stades plus 

précoces. Nous avons constaté que la protéine Antp est présente uniformément dans le 

disque imaginal d’aile au premier stade larvaire (stade L1), puis se restreint progressivement 

aux parties dorsales et ventrales du pouch, avec également un profil dynamique au niveau de 

quelques cellules de la frontière dorso-ventrale, la région présomptive de la marge de l’aile. 
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Ce profil n’a jamais été noté dans les travaux précédents. En revanche, nous retrouvons le 

profil de Antp observé précédemment au niveau des zones présomptives des parties les plus 

proximales de l’aile, où Antp est plus fortement exprimé. Ce profil n’est pas totalement 

nouveau ; il reproduit bien les immunomarquages de Carroll et al. à l’extérieur du pouch au 

stade L3. Cependant, les différences observées de la présence de Antp au niveau du pouch 

ainsi qu’aux stades plus précoces peuvent s’avérer essentielles pour comprendre le 

développement des ailes. Les détails de la présence de Antp au niveau du pouch du stade L3 

ont pu passer inaperçus en 1995 pour plusieurs raisons, à cause des outils technologiques 

disponibles, et surtout de l’utilisation d’un anticorps monoclonal (8C11) pour marquer Antp, 

plus sensible que l’anticorps 4C3 employé par Carrol et al.  

Afin de tester la fonction de Antp au cours du développement de l’aile, nous avons employé 

plusieurs techniques différentes, Crispr/Cas9 et RNAi, pour provoquer une perte de fonction 

spécifique et ciblée de Antp au niveau du pouch du disque imaginal d’aile. Ces expériences ont 

montré l’importance de Antp pour la formation de la marge de l’aile, ce qui est cohérent avec 

le marquage de Antp observé au niveau de son territoire présomptif. Antp semble aussi 

important pour déterminer la taille de l’aile. Nous avons ensuite observé l’influence que 

pouvait avoir la perte de fonction de Antp sur l’expression de gènes connus pour être 

essentiels au développement des ailes. Ainsi, le gène Wingless (Wg) impliqué dans le 

développement de la marge, et les gènes Spalt (Sal), Nubbin (Nub) et Mad (Mother against 

decapentaplegic) impliqués dans la croissance de l’aile, présentent tous des profils 

d’expression affectés par la perte de fonction de Antp. Cela place donc Antp en amont de ces 

gènes essentiels au développement de l’aile. Bien que le système UAS/Gal4 nous ait permis 

d’affecter l’expression de Antp dans le pouch du disque imaginal d’aile, ce système repose 

souvent sur des allèles induisant l’expression de transgènes en utilisant des séquences 

régulatrices elles-mêmes potentiellement en aval de Antp. Une meilleure alternative serait de 

pouvoir utiliser une lignée Gal4 dont le profil d’expression serait indépendant de Antp. 

L’utilisation de clones mutants reste probablement la meilleure alternative. Cette approche a 

d’ailleurs été employée par Gary Struhl en 1982 et lui a permis de révéler des défauts de 

morphologie des poils sensitifs de l’aile au niveau de clones Antp, induits à l’aide de rayons X, 

ce que nous avons également pu constater lors de nos propres expériences de perte de 

fonction de Antp. Il a cependant aussi noté que les clones Antp étaient rares et de petite taille, 

suggérant un effet de compétition avec les cellules sauvages alentour, au cours duquel les 

cellules mutantes se divisant moins rapidement sont éliminées. Donner un avantage sélectif 

aux clones à l’aide de mutations Minutes, touchant un gène codant pour une protéine 

ribosomique, et ayant pour conséquence d’augmenter la vitesse de division cellulaire, permet 

de compenser ce phénomène de compétition clonale et d’observer plus facilement des clones 

mutants de taille conséquente (Moreno, Basler, et Morata 2002 ; Blair 2003). Nous avons 

également tenté d’utiliser cette méthode pour provoquer la perte de fonction de Antp dans 

l’aile, malheureusement sans succès, à l’aide d’un allèle heat-shock-Gal4 et du système de 

recombinaison FLP/FRT. 
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4. Dose des protéines Hox et spécification des appendices de vol chez la drosophile  

Les profils d’expression des gènes Hox Antp et Ubx, respectivement dans les disques 

imaginaux d’aile et d’haltère, sont très différents. Au dernier stade larvaire, Antp est présent 

en très faible quantité dans le pouch du disque d’aile, tandis que Ubx est présent en forte 

quantité dans celui du disque d’haltère. Nous avons utilisé des lignées de drosophiles chez 

lesquelles les protéines endogènes Antp ou Ubx sont fusionnées avec des protéines 

fluorescentes pouvant être reconnues par un même anticorps anti-GFP. Cet anticorps 

présentant la même affinité pour les deux protéines de fusion endogènes, nous avons pu 

l’employer pour comparer la dose de Ubx dans le pouch du disque d’haltère avec la dose de 

Antp dans le pouch du disque d’aile par immunomarquage. Nous avons conclu que la dose de 

Ubx dans le pouch du disque d’haltère était dix fois plus importante que la dose de Antp dans 

le pouch du disque d’aile. Afin d’étudier le rôle de la différence de dosage de ces deux 

protéines Hox, nous avons graduellement augmenté la dose de Antp dans le disque d’aile à 

l’aide du système UAS-Gal4, ce qui provoque une diminution graduelle de la taille des ailes. À 

partir d’une augmentation de 450 % de la dose de Antp, on observe l’apparition de 

caractéristiques spécifiques de l’haltère, telles que la réorganisation des trichomes, et une 

morphologie plus sphérique. Cela suggère que, passé un certain seuil de dose de Antp, 

l’identité de l’appendice de vol passe de « aile » à « haltère ». Cette fonction est similaire à 

celle de Ubx, dont la présence ectopique dans le primordium d’aile induit le développement 

d’un haltère (Pavlopoulos et Akam 2011). La diminution de la dose de Ubx (par interférence 

ARN ou combinaison d’allèles mutants) provoque une augmentation graduelle de la taille de 

l’organe. À partir d’une diminution de plus de 60 % de la dose de Ubx, des traits 

caractéristiques de l’aile apparaissent, tels qu’une organisation des trichomes similaires à celle 

trouvée sur une aile sauvage et l’aplatissement de l’organe.  

Ces résultats suggèrent que les deux protéines Ubx et Antp présentent la même fonction de 

promouvoir le développement de l’haltère à forte dose, et celui de l’aile à faible dose. Afin de 

tester davantage la capacité de Antp à spécifier l’haltère, nous avons effectué des expériences 

de sauvetage de Ubx en exprimant artificiellement différentes protéines Hox en contexte 

mutant UbxGal4LDN/abxpbxbx, provocant la transformation des haltères en ailes. Dans ce 

contexte, une forte dose de Ubx permet la formation d’haltères présentant une morphologie 

sauvage. En accord avec nos données précédentes, Antp permet également le sauvetage de 

l’haltère. Le même résultat est obtenu avec AbdA, comme cela avait déjà été évoqué dans la 

littérature (Casares et al. 1996). En revanche, Dfd ne permet pas ce sauvetage, ce qui montre 

que la formation de l’haltère n’est pas une fonction générale partagée par toutes les protéines 

Hox (Figure 11). Cela montre que les protéines Ubx et Antp possèdent toutes deux la fonction 

d’orchestrer le développement des haltères et des ailes, et que la dose à laquelle ces protéines 

se trouvent dans les disques imaginaux détermine lequel de ces deux organes va 

effectivement se former. 
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Figure 11 : Une forte dose de Antp et AbdA permet de sauver le développement de l’haltère chez la drosophile. En 

contexte mutant UbxGal4LDN/abxpbxbx, provoquant une perte d’expression de Ubx qui induit la transformation des 

haltères en ailes, il est possible de sauver la formation de ces organes à l’aide d’une forte dose de Ubx, Antp ou AbdA. 

D’autres protéines Hox, comme Dfd, ne possèdent pas cette fonction. La dose de protéine Hox produite à l’aide du 

système UAS/Gal4 lors des expériences de sauvetage est mesurée par la quantification du signal fluorescent émis lors 

d’immunomarquages utilisant un anticorps anti-GFP, reconnaissant les étiquettes VC fusionnées aux différentes 

protéines Hox utilisées. 

En complément, une expérience intéressante aurait été de pouvoir effectuer l’expérience 

inverse, à savoir un sauvetage du développement de l’aile par ces différentes protéines Hox, 

notamment par Ubx. Cependant nous ne disposons pas des outils génétiques nécessaires, ni 

de lignée Gal4 reproduisant le profil d’expression faible Antp dans le pouch du disque imaginal 

d’aile. 
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5. Vers une fonction plus générale et encore peu étudiée de la dose des protéines Hox 

pour leurs fonctions de spécification 

Cette forte dose de Ubx dans le disque imaginal d’haltère, le fait que même une perte de plus 

de 40 % de la dose de Ubx provoquée par l’allèle abxpbxbx ne provoque pas de modification 

drastique de la morphologie de l’haltère, et la forte dose de Antp et AbdA requise pour sauver 

la perte de Ubx, sont cohérents avec la stabilité du programme développemental de l’haltère 

observé lors de notre crible par interférence ARN. Cette forte dose est également cohérente 

avec l’idée de l’emploi de sites de faible affinité par les protéines Hox nécessaires pour réguler 

de nombreux gènes cibles au cours du développement de l’haltère, comme l’ont montré les 

expériences de ChIP-seq de Ubx dans le disque imaginal d’haltère, et la dissection des 

enhancers des gènes CG13222 et vestigial. Ces enhancers contiennent en effet plusieurs 

motifs reconnus par Ubx, dont certains diffèrent des motifs canoniques et de forte affinité 

pour les protéines Hox. 

De nombreux enhancers de gènes impliqués dans le développement de la drosophile, et de 

cibles de protéines Hox présentent de multiples motifs de liaison par un même facteur de 

transcription (Papatsenko et al. 2002 ; Lifanov et al. 2003 ; Ochoa-Espinosa et al. 2005). Ce 

type d’enhancers contenant des répétitions de motifs liés par un même FT est appelé 

« complexe homotypique de sites de liaisons de FT » (« Homotypic Cluster of Transcription 

Factor Binding Site », ou HCT). Il sont également retrouvés au niveau d’enhancers de 

nombreux organismes, des drosophiles aux vertébrés, suggérant que les mécanismes de 

régulation génétique reposant sur de type d’enhancers est très conservé (Gotea et al. 2010). 

Cependant, la fonction de ces types d’enhancers est rarement comprise. Le morphogène 

Bicoid (Bcd) est un excellent exemple permettant de mieux comprendre la fonction de ce type 

d’enhancers. Bcd est capable d’activer ces gènes cibles lorsqu’il est présent à une dose bien 

spécifique (Struhl, Struhl, et Macdonald 1989). Les gènes cibles contrôlé par des enhancers 

présentant une forte affinité pour Bcd, comme le gène Hunchback (Hb) sont activés par des 

doses faibles de Bcd, tandis que des gènes dont les enhancers présentent une faible affinité 

pour Bcd ne seront activés que dans les cellules exposées à de fortes concentrations de Bcd 

(Driever, Thoma, et Nüsslein-Volhard 1989 ; Struhl et al. 1989). De telles réponses dose-

dépendantes dues à l’accumulation de sites de faible affinité pour un FT au niveau des 

enhancers de gènes cibles peuvent également déterminer le sens de la régulation : activation 

ou répression (Ramos et Barolo 2013). Comme discuté précédemment, les protéines Hox sont 

aussi décrites pour acquérir parfois leur spécificité fonctionnelle de ce même type 

d’enhancers. C’est le cas lors de la régulation de svb par Ubx chez la drosophile (Crocker et al. 

2015).  

Dans le contexte du développement de l’haltère, l’utilisation d’enhancers contenant des sites 

de faible affinité (comme les sites ATTTA) par les protéines Hox pourrait donc être un 

mécanisme permettant la régulation de gènes de manière dose-spécifique. Cela pourrait 

permettre aux protéines Hox possédant des homéodomaines très similaires que sont Ubx, 



178 
 

Antp et AbdA de promouvoir le développement des haltères si elles sont présentes à forte 

dose. Cependant, contrairement à ce qui peut être observé au niveau de gènes cibles de 

Bicoid, passant soudainement d’un état actif à inactif en fonction de la dose de Bicoid, les 

gènes réprimés par Ubx semblent l’être progressivement, suivant la dose de Ubx (Figure 12). 

En effet, on constate que si l’apparition de traits caractéristiques d’une transformation de 

l’haltère en aile apparaissent soudainement une fois que la dose de Ubx diminue en deçà d’un 

certain seuil, d’autres traits tels que la taille et la morphologie globale de l’organe semblent 

suivre la variation de la dose de Ubx. Ce type d’effet progressif de FT sur l’activité de gènes 

cibles peut aussi être médié par des HCT. Ces régulations sont notamment à l’œuvre au niveau 

de cibles de NF-κB. L’accumulation de sites de forte affinité « non-coopératifs » 

reconnaissables par NF-κB au niveau de la région promotrice de NFKBIA permet une réponse 

adaptée aux différentes concentrations de NF-κB (Giorgetti et al. 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Corrélation entre la diminution progressive de la dose de Ubx et la dé-répression du gène spalt (sal) en 

aval dans le pouch du disque d’haltère.  La dose de Ubx dans le pouch du disque imaginal d’haltère est diminuée par 

interférence ARN ou combinaison d’allèles mutants. Une image de microscopie électronique à balayage illustre le 

phénotype provoqué par ces différentes diminutions de la dose de Ubx. Pour chaque condition, un immunomarquage 

permet de quantifier la dose de Ubx, exprimée en pourcentages. On observe qu’une diminution de 50 % de la dose de 

Ubx suffit à induire une augmentation subtile du niveau d’expression de spalt. Plus la dose de Ubx diminue, plus on 

observe une forte localisation de Spalt dans le pouch du disque d’haltère, caractéristique du développement de l’aile. 

Cela suggère qu’une forte dose de Ubx est nécessaire dans le disque imaginal d’haltère pour réprimer efficacement les 

effecteurs spécifiques du développement de l’aile. 

 

Ce type d’effet de régulation très progressif dû à l’accumulation de sites reconnus par un 

même FT ressemble à l’effet additif des sites de liaison monomériques pour les protéines Hox 

retrouvés au niveau de l’enhancer de Spalt, médiant chacun un effet faible sur l’expression du 

gène (Galant et al. 2002). Cet enhancer contient sept sites TAAT permettant la liaison de Ubx. 

Chacun de ces sites contribue en partie à la répression de Spalt médié par Ubx mais est 

insuffisant pour sa répression totale. Ce type de sites canoniques peuvent théoriquement être 

utilisés de manière dose-dépendante par d’autres protéines Hox comme Scr, Antp et Ubx, ce 
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qui explique que ces trois protéines puissent réprimer le développement des ailes. Les motifs 

non-canoniques, en revanche, comme le motif ATTTA identifié en ChIP-seq, nécessitent 

probablement un HD plus similaire à celui de Ubx pour permettre la spécification de l’haltère, 

expliquant pourquoi seules Antp et AbdA sont capables de promouvoir le développement de 

cet organe. En effet, les séquences des HD de AbdA et Antp varient respectivement de 

seulement 4 et 6 aas par rapport à celle de l’HD de Ubx, tandis l’HD de Dfd diffère par exemple 

de 16 aas. 

 

6. Le rôle de Homothorax lors du développement des appendices de vol chez la drosophile  

Suite à l’observation du phénotype drastique induit par la perte de fonction de Hth lors de 

notre crible fonctionnel par interférence ARN, nous avons étudié plus en détail la fonction de 

cette protéine lors du développement des haltères. Nous avons en effet observé une 

transformation en aile des parties proximales du capitellum de l’haltère lors de la perte de 

fonction de Hth par RNAi, caractérisée par l’apparition de poils sensitifs ectopiques. Cela 

reproduit bien le résultat obtenu par Agrawal et al. en 2011. Cependant, nous avons alors noté 

que cela provoquait une dé-répression de Ubx au niveau du territoire présomptif de cette 

zone de l’haltère. Cette observation a été confirmée par une étude montrant que le profil 

d’expression particulier de Ubx dans le disque imaginal d’haltère, permettant la présence 

d’une faible dose de Ubx au niveau des territoires présomptifs des parties proximales de 

l’haltère, mais d’une forte dose dans le pouch, était dû à une auto-régulation de Ubx 

nécessitant Hth et Exd comme cofacteurs (Delker et al. 2019). Hth étant présent uniquement 

à la périphérie du pouch, c’est dans ces territoires que les complexes Ubx/Hth/Exd peuvent 

réprimer partiellement Ubx via des sites de faible affinité. L’expression de Hth et Exd n’est en 

revanche pas contrôlée par Ubx (Delker et al. 2019), ce qui est cohérent avec nos propres 

données (Figure 13). Cet effet de répression de Ubx médié par Hth explique pourquoi les 

territoires où Hth est présent, et où Ubx se trouve en forte dose sont si complémentaires. 

Cependant, l’effet phénotypique de cette dé-répression est ici en contradiction avec 

l’augmentation de la dose de Ubx, censée réprimer davantage l’apparition de structures 

spécifiques de l’aile. De plus, la combinaison de l’allèle abxpbxbx avec la perte de fonction de 

Hth provoque une transformation drastique de l’ensemble du capitellum de l’haltère, 

présentant alors de nombreux poils ectopiques disposés en formant une marge, et de 

morphologie plus grande et plate. À l’inverse, l’activation ectopique de Hth dans le pouch du 

disque d’haltère provoque bien la diminution de la dose de Ubx jusqu’à un niveau similaire à 

celui observé en périphérie du pouch, mais cela provoque la diminution de la taille de l’haltère. 

Cela peut être dû à la réduction de la taille du pouch en lien avec celle du territoire où Ubx est 

présent en forte dose, diminuant la taille du capitellum. Mais cela peut aussi suggérer une plus 

grande activité de Ubx pour spécifier l’haltère malgré sa dose réduite, Hth favorisant la 

capacité de Ubx à se lier à des sites de faible affinité au sein de micro-environnements riches 

en cofacteurs dans le noyau (Tsai et al. 2017). Les phénotypes provoqués par la perte et le 

gain de fonction de Hth suggèrent cependant aussi un rôle de cofacteur de Ubx, malgré son 
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rôle simultané de répresseur. L’analyse de données de ChIP-seq de Hth et de Ubx au niveau 

de l’haltère montre que Ubx et Hth se lient in vivo au niveau de nombreux gènes cibles, 

suggérant encore la coopération entre Hth et Ubx lors de régulations génétiques au cours du 

développement de l’haltère (Choo et al. 2011). Cela souligne la dualité des relations 

épistatiques entre des gènes pouvant potentiellement agir simultanément à des niveaux 

hiérarchiques différents, et coopérer avec leurs propres cibles. Tout cela suggère que Hth 

pourrait aussi être nécessaire à Ubx pour spécifier les structures de l’haltère, que ce soit en 

périphérie où Ubx est présent à faible dose, ou dans le capitellum. Cependant la colocalisation 

de Hth avec Ubx dans le pouch, même aux stades de développement plus précoces n’est pas 

évidente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Analyse complémentaire de l’épistasie entre Ubx et Hth. Lors de la perte de fonction de Ubx au niveau du 

pouch du disque imaginal d’haltère par interférence ARN, le profil d’expression de Hth reste principalement à la 

périphérie du pouch et au niveau de la partie proximo-dorsale du pouch, comme ce qui est observé au niveau d’un 

disque imaginal sauvage. Cela suggère que Ubx ne réprime pas Hth dans le pouch du disque d’haltère. 

 

Dans le disque imaginal d’aile, le profil d’expression de Hth est très analogue à celui observé 

dans le disque d’haltère. En revanche, si Ubx présentait une localisation complémentaire avec 

Hth dans le disque imaginal d’haltère, Antp présente une localisation très complémentaire 

avec Hth. Nous avons alors émis l’hypothèse que Hth pouvait être un activateur de Antp dans 

le disque d’aile. La perte de fonction de Hth provoque effectivement la perte de l’activation 

de Antp dans le disque d’aile, ce qui induit une malformation des ailes (Figure 14A). 

L’activation ectopique de Hth dans le pouch cause l’activation de Antp, ce qui induit le 

développement d’ailes réduites et présentant des signes de transformation en haltère (Figure 

14B). Cela montre que Hth est nécessaire et suffisant pour l’activation de Antp dans le disque 

imaginal d’aile. 



181 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Effet de la perte et du gain de fonction de Hth sur la morphologie de l’aile chez la drosophile. A : La perte 

de fonction de Hth par interférence ARN provoque une diminution de la taille de l’aile ainsi que sa malformation. Cela 

est probablement dû à la perte de fonction de Antp que cela induit (voir Paul et al.). B : Le gain de fonction de Hth dans 

le disque imaginal d’aile provoque une transformation de l’aile en haltère, caractérisée par la diminution de la taille de 

l’organe et sa morphologie plus sphérique. Cela est probablement dû à l’activation de Antp, augmentant la dose de 

protéines Hox dans le disque imaginal d’aile (voir Paul et al.). 

Hth joue donc un rôle d’activateur de Antp dans le disque imaginal d’aile, et de répresseur de 

Ubx dans le disque imaginal d’haltère. Cette stratégie moléculaire utilisant un même 

régulateur exprimé selon un profil très similaire dans les primordia de deux organes 

homologues permet de réguler de manière opposée l’expression de deux gènes, et donc 

d’établir des profils et des niveaux d’activités opposés de ces deux gènes. Hth permet donc 

d’établir des doses différentes de deux protéines Hox, fonctionnellement très similaires à 

doses équivalentes, dans deux organes homologues en série. Hth serait donc le sélecteur 

permettant de définir lequel des deux organes, aile ou haltère, se forme chez la drosophile. 

 

7. Rôle de Antp et Ubx lors de la formation des appendices de vol chez les insectes 

Les principaux mécanismes du développement des ailes chez les insectes ont été largement 

étudiés chez la mouche drosophile. Cependant il était établi que la formation de leurs ailes 

était indépendante des gènes Hox. Nos données viennent contredire ce paradigme, proposant 

que les gènes Hox Antp et Ubx sont essentiels pour la formation des deux appendices de vol 

chez la drosophile, respectivement les haltères et les ailes. Nos données suggèrent également 

que la dose de ces deux protéines Hox oriente le développement de l’appendice vers l’un ou 

l’autre des destins. Le rôle de Ubx lors du développement d’appendices de vol a été très étudié 

au sein de divers embranchements des insectes, comme les coléoptères (Tomoyasu et al. 

2005) les papillons (Weatherbee et al. 1999). Chez le fulgore, il a même été montré que Ubx 

régule la taille des ailes d’une manière dépendante de sa dose (Fu et al. 2020). Cependant, 

chez certaines espèces le rôle de Antp a également été documenté. C’est le cas chez certains 

papillons, où Antp est nécessaire pour réguler la pigmentation des ailes (Saenko, Marialva, et 

Beldade 2011). 
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Chez les insectes, l’expression de Ubx n’est pas systématiquement limitée au troisième 

segment thoracique comme chez la drosophile. Il est actif au niveau des primordia d’ailes 

postérieures mais aussi antérieures de Apis mellifera (Prasad et al. 2016). Cependant cette 

même étude montre que Ubx ne s’exprime que dans les primordia des ailes postérieures du 

papillon Bombyx mori, et pas dans ceux des ailes antérieures. En dehors de l’homéodomaine, 

les séquences des orthologues de Ubx et des autres espèces d’insectes peuvent être très 

différentes, cependant nos expériences de sauvetages montrent que ces différentes protéines 

peuvent sauver le développement de l’haltère de drosophile (Figure 15). L’orthologue de Antp 

issu du coléoptère Tribolium castaneum (TcAntp) parvient également à sauver le 

développement de l’haltère, de manière moins performante que TcUbx cependant, suggérant 

que si ces protéines partagent une certaine capacité à spécifier le développement de l’haltère, 

Ubx est davantage spécialisé dans cette fonction (Figure 15). Les orthologues de Ubx issus 

d’autres espèces d’insectes n’appartenant pas à l’ordre des diptères, comme Aquarius remigis 

(hémiptère) ou Bombyx mori (lépidoptère), présentent également la capacité de sauver la 

perte de fonction de Ubx (Figure 15). Le fait que ces différents orthologues de Ubx puissent 

spécifier différents organes selon le contexte développemental dans lesquels ils se trouvent 

suggère que leur fonction au sein de leurs espèces respectives diffère principalement à cause 

de facteurs extrinsèques à la protéine Ubx elle-même, à savoir les cofacteurs disponibles et/ou 

les séquences cis-régulatrices des gènes cibles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Les orthologues de Antp et Ubx issus d’insectes étrangers à l’ordre des diptères peuvent sauver la perte 

de fonction de Ubx lors du développement de l’haltère. Les clichés de microscopie électronique à balayage présentent 

les sauvetages du développement de l’haltère chez la drosophile en contexte mutant UbxGal4LDN/abxpbxbx. Les 

protéines Hox issues d’autres espèces sont fusionnées au fragment C-terminal de la protéine fluorescente Venus. 

Toutes ces protéines provoquent un sauvetage du développement des haltères, bien qu’elles proviennent d’espèces 

ne possédant pas d’haltères : Tribolium castaneum (Tc), Aquarius remigis (Ar), et Bombyx mori (Bm). 
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Ces données suggèrent une similarité fonctionnelle des protéines Hox Antp et Ubx mais aussi 

un rôle essentiel de leur dosage lors du développement des appendices de vol chez la 

drosophile. Nous avons alors cherché à savoir si l’importance du profil d’expression des 

protéines Hox était conservée chez d’autres espèces d’insectes. Si la grande différence de 

concentration des protéines Hox est nécessaire au développement d’appendices très 

différents chez les diptères, on peut supposer que le développement de deux paires 

d’appendices très similaires chez d’autres espèces ne repose pas sur des différences de dosage 

marquées entre les primordia d’appendices antérieurs et postérieurs. Pour cela, nous avons 

effectué des immunomarquages de Ubx et Antp dans les primordia d’appendices de vol 

antérieurs et postérieurs de l’odonate Ischnura elegans, chez l’hyménoptère Apis mellifera, et 

le lépidoptère Bombyx mori. Nous avons accompagné ces marquages de mesures du niveau 

d’expression de Ubx et Antp au sein des primordia de ces différents animaux par PCR 

quantitative, ainsi que de mesures de la taille des appendices de vol chez ces différentes 

espèces. Les odonates possèdent la morphologie la plus ancestrale parmi ces différents ordres 

d’insectes, et présentent deux paires d’ailes très similaires au niveau des segments T2 et T3, 

la paire d’aile postérieure mesurant 0,89 fois la surface de la paire d’aile antérieure. Ubx et 

Antp sont exprimés dans ces deux appendices, et la dose globale de protéine Hox est très 

similaire entre ces deux organes, ce qui est cohérent avec le modèle que nous proposons. 

L’abeille Apis mellifera présente quant à elle une paire d’ailes postérieures environ deux fois 

plus petites que l’aile antérieure, et présente une plus forte dose globale de protéine Hox dans 

les primordia des ailes postérieures, environ deux fois supérieure à la dose retrouvée dans les 

primordia des ailes antérieures. Cela suggère un rôle des protéines Hox dans la réduction de 

la taille des ailes, analogue à ce que nous avons pu observer chez la drosophile lors de 

l’augmentation artificielle de la dose de Antp dans le disque imaginal d’aile. Chez le papillon 

Bombyx mori en revanche, les deux paires d’ailes ont une surface très similaire, bien que de 

morphologies assez différentes, et Antp est exprimé de manière similaire dans les primordia 

des deux paires d’appendices. Cependant Ubx semble exprimé principalement dans les 

primordia des ailes postérieures. Cela suggère un rôle de Antp dans la formation des ailes, 

mais potentiellement un rôle de Ubx nécessaire pour établir la différence de morphologie 

entre les ailes antérieures et postérieures. Tous ces résultats montrent une expression de Antp 

dans les primordia d’ailes, appuyant encore l’idée d’un rôle conservé dans la formation des 

ailes. La dose globale de protéines Hox semble également être un déterminant de la différence 

entre ailes antérieures et ailes postérieures. Cela suggère que la variation de la dose de 

protéines Hox ait pu être un mécanisme de diversification et d’innovation morphologique au 

cours de l’évolution. Ubx et Antp semblant être fonctionnellement similaires, c’est la dose 

globale de protéine Hox plutôt que la contribution spécifique de chaque protéine Hox qui 

pourrait être essentielle dans ce phénomène. Disposer de deux gènes fonctionnellement 

similaires pouvant être régulé différemment entre deux organes homologues en série peut 

donc être un moyen d’établir des doses de protéines Hox de manière très ciblée et spécifique, 

comme nous avons pu l’observer par le biais de la régulation de Antp et Ubx par Hth chez la 

drosophile. 
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Il serait intéressant de disposer de données similaires chez les strepsiptères, une espèce 

énigmatique mentionnée dans l’introduction, ayant développé indépendamment des haltères 

au cours de l’évolution, mais au niveau du second segment thoracique contrairement aux 

diptères. Malgré la grande difficulté que présente l’obtention d’individus à partir de collectes 

saisonnières, nous avons pu réaliser des marquages pour Antp et Ubx au niveau des primordia 

des quelques spécimens que nous avons pu extraire de guêpes parasitées par ces insectes 

entomophages (Figure 16). Cependant malgré l’observation de marquage montrant la 

présence de Ubx et Antp dans les primordia d’haltères et d’ailes, nous manquons de 

marquages de bonne qualité pour pouvoir conclure avec confiance quant à la différence de 

dose de ces protéines respectives dans ces différents organes. Si notre modèle s’avère exact 

et transposable aux appendices de vol de la plupart des insectes, nous nous attendons à 

observer une plus forte dose de protéines Hox, principalement due à Antp, dans les primordia 

d’haltères dans le segment T2, par rapport à la dose présente dans les primordia d’ailes dans 

le segment T3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Immunomarquage de Antp et Ubx dans les primordia d’haltère et d’aile de Strepsiptère. Les protéines 

Hox Antp et Ubx sont marquées en gris, le DAPI apparaît en violet. Les primordia d’haltère au niveau du second segment 

thoracique (T2) et d’aile au niveau du troisième segment thoracique (T3) présentent un marquage nucléaire de Ubx et 

Antp. Les deux protéines semblent être exprimées dans les primordia des deux organes. Il reste à savoir si la dose 

globale de protéines Hox varie entre les primordia des deux organes. 
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Si le rôle de la dose des protéines Hox lors du développement des appendices de vol repose 

sur l’usage ou non de sites de faible affinité au niveau des séquences cis-régulatrices de gènes 

cibles, il reste à savoir si les variations de la dose des protéines Hox est une cause directe de 

la diversification morphologique entre les appendices de vol présents chez une espèce 

donnée, ou bien si cette variation de la dose suit l’évolution des séquences cis-régulatrices des 

gènes en aval s’enrichissant progressivement en sites de faible affinité au cours de l’évolution, 

rendant la morphologie des appendices de vol plus sensibles à une variation de dose des 

protéines Hox. Un tel phénomène rappellerait ce qui est observable au niveau de l’évolution 

de la pigmentation des mâles de différentes espèces de drosophiles, parfois devenue 

insensible à la régulation par les protéines Hox en raison des changements au niveau des 

séquences régulatrices des gènes en aval (Liu et al. 2019). Pour le savoir, il serait intéressant 

de pouvoir faire varier la dose de protéines Hox au sein d’une espèce possédant des 

appendices de vol très similaires, et dont la spécification pourrait ne pas reposer sur la 

reconnaissance de sites de faible affinité. 
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Chapitre IV : Annexes 

Identification de cofacteurs interagissant avec Ubx lors du développement des haltères par 

une approche basée sur la technique de BioID 

 

Notre approche pour identifier des cofacteurs nécessaires à Ubx lors du développement de 

l’haltère est basée sur la combinaison de deux méthodes. La première, détaillée dans la 

section « Résultats », consiste en un crible fonctionnel par interférence ARN. De ce crible sont 

censés ressortir les candidats ayant une fonction au cours du développement de l’haltère. 

Cependant, cette approche souffre de deux limites : elle ne permet pas de savoir si le candidat 

interagit physiquement avec Ubx, et les candidats sont choisis a priori. C’est la raison pour 

laquelle nous avons décidé d’adapter la méthode de BioID au contexte du développement de 

l’haltère (Roux et al. 2012). Cette méthode permet d’identifier les protéines se localisant dans 

un rayon de 40nm autour de notre protéine d’intérêt, sans à priori (Kim et al. 2014). 

Confronter les résultats de ces deux approches indépendantes serait un excellent moyen de 

révéler les candidats les plus susceptibles d’être de réels cofacteurs de Ubx. 

Nous avons généré des lignées transgéniques afin d’utiliser le système UAS/Gal4 pour 

produire la protéine Ubx fusionnées à l’enzyme BirA*. Une étiquette -HA joue le rôle de 

jonction entre Ubx et l’enzyme. Nous pouvons donc exprimer cette protéine de fusion au sein 

des disques imaginaux d’haltère de la drosophile, puis purifier les protéines biotinylées à partir 

de lysats de ces tissus. Cette fraction de protéine purifiée devrait être enrichie en interacteurs 

de Ubx. Afin de nous assurer que la fraction des protéines purifiées contienne de réels 

interacteurs utilisés par Ubx pour réguler ces gènes cibles, nous exprimons BirA*-HA-Ubx en 

contexte mutant de Ubx, afin que la protéine de fusion soit nécessaire pour le sauvetage de 

l’haltère, en absence de la protéine Ubx endogène. Pour cela nous associons deux allèles 

hypomorphes de Ubx ; l’allèle abxpbxbx, et l’allèle UbxGal4LDN.Cela provoque une 

transformation de l’haltère en aile. On observe également que dans ce contexte, le disque 

imaginal d’haltère contient peu de protéines biotinylées (Figure 1A). La présence de l’allèle 

UbxGal4LDN permet également d’activer des transgènes en reproduisant le profil d’expression 

normal de Ubx dans le disque imaginal d’haltère. Combiné au transgène UAS-BirA*-HA-Ubx, 

on observe que le niveau d’activation du système UAS/Gal4 doit être élevé, en plaçant les 

croisements à 29°C, afin de réaliser la BioID de manière optimale. En effet, à cette 

température on observe une forte dose du transgène BirA*-HA-Ubx dans le disque imaginal 

d’haltère, qui coïncide avec une forte biotinylation de protéines, et provoque un sauvetage du 

développement de l’haltère (Figure 1B). Exprimé à l’aide de nabGal4, BirA*-HA-Ubx provoque 

une diminution de la taille des ailes, ce qui confirme le fait que cette protéine fonctionne de 

manière similaire à Ubx (Figure supplémentaire 1). En revanche, à moins forte température, 

la dose de protéine de fusion produite dans le primordium d’haltère est plus faible, la 

biotinylation de protéines est très faible, et le sauvetage du développement de l’haltère est 

de moins bonne qualité (Figure 1C). Afin de différencier les partenaires de Ubx spécifiquement 
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impliqués dans la formation de l’haltère du bruit de fond des protéines biotinylées par 

l’enzyme BirA* dans le noyau, ainsi que des protéines pouvant interagir avec les protéines Hox 

sans que cela ne soit lié à leur capacité à orchestrer le développement de l’haltère, nous 

pouvons utiliser la fusion de BirA* avec Dfd. Cette protéine de fusion présente également une 

activité de biotinylation, mais ne parvient pas à sauver le développement de l’haltère (Figure 

1D). 

Cependant, les partenaires nécessaires à Ubx pour la formation de l’haltère peuvent aussi 

avoir la capacité d’interagir avec Dfd sans pour autant permettre à Dfd de sauver le 

développement de l’haltère. En effet, l’incapacité de Dfd à orchestrer le développement de 

l’haltère peut provenir de l’incapacité à interagir avec certains, mais pas tous, les cofacteurs 

nécessaires, mais aussi de subtiles différences au niveau de l’homéodomaine rendant par 

exemple Dfd incapable de se lier à des motifs de faible affinité au niveau de séquences cis-

régulatrices de gènes cibles. Des cofacteurs nécessaires à Ubx peuvent donc également se 

trouver dans l’interactome de Dfd bien que cette protéine ne puisse pas sauver le 

développement de l’haltère. Afin de simplement discriminer le bruit de fond de la BirA* dans 

le noyau des cellules du disque imaginal d’haltère, nous pouvons également utiliser comme 

contrôle l’enzyme BirA* fusionnée à un signal de localisation nucléaire (« Nuclear Localisation 

Signal », ou NLS). Enfin, il pourrait être intéressant d’étudier l’interactome d’autres protéines 

capables de sauver le développement de l’haltère, comme Antp ou AbdA à dose équivalente 

dans ce contexte : ces protéines Hox différentes utilisent-elles les mêmes cofacteurs pour 

médier la même fonction ? 
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Figure 1 : Adaptation de la technique de BioID au contexte du développement de l’haltère chez la drosophile. A : La 

combinaison des allèles abxpbxbx et UbxGal4LDN provoque une perte de production de Ubx dans le disque imaginal 

d’haltère et une transformation des haltères en ailes. Le disque imaginal d’haltère contient peu de protéines 

biotinylées endogènes. B : L’expression à 29°C de BirA*-HA-Ubx provoque une forte biotinylation de protéines, ainsi 

qu’un sauvetage de la morphologie de l’haltère, principalement au niveau distal, le capitellum retrouvant une forme 

sphérique. C : À 21°C, la production de BirA*-HA-Ubx est faible, ce qui induit une très faible biotinylation et un 

sauvetage de la morphologie de l’haltère moins efficace. D : À 29°C, la production de BirA-HA-Dfd induit une forte 

biotinylation de protéines dans le disque imaginal d’haltère, mais ne provoque pas de sauvetage du développement 

de l’haltère. 

 

La méthode de BioID est originellement développée pour une utilisation en culture cellulaire. 

Dans ce contexte, il est possible d’obtenir facilement une grande quantité de cellules 

exprimant la protéine d’intérêt fusionnée à l’enzyme BirA*. Cela permet de purifier une 

grande quantité de protéines biotinylées, permettant d’effectuer des analyses par 

spectrométrie de masse quantitative. En revanche, notre approche in vivo nécessite la 

dissection de nombreux disques imaginaux d’haltères, constitué de 8 000 à 10 000 cellules 

(Martin 1982). La dissection de 500 disques imaginaux d’haltère nous permet d’extraire entre 

0,35mg et 0,4mg de protéines. Le rendement de la BioID permet de purifier environ 0,1% des 

protéines de l’extrait de protéines de départ (Cheah et Yamada 2017). Cela suggère qu’à partir 

de 0,35mg de protéines extraites, nous pourrions purifier environ 350ng de protéines 

biotinylées. Cette quantité de protéines est compatible avec une analyse par spectrométrie 

de masse qualitative (Lubeckyj et al. 2019). Cependant, cette faible quantité de protéine est 

difficile à quantifier avec précision, et la présence d’agents réducteurs dans le tampon 

d’élution limite également les possibilités de quantification 

Afin d’optimiser notre protocole de purification des protéines Biotinylées, nous avons utilisé 

des cellules HEK transfectées avec des vecteurs permettant l’induction de la production de 

BirA*-Ubx. Ce système nous a permis d’avoir accès à de grandes quantités de protéines 

biotinylées sans nécessité de fastidieuses dissections. Nous avons incubé des billes 

magnétiques couplées à de la streptavidine avec différentes concentrations d’extraits 

cellulaires contenant des protéines biotinylées : 1mg/mL, et 0,5mg/mL. Nous avons collecté 

chaque fraction au cours du protocole de purification afin de les analyser par une technique 

de Western Blot à l’aide de streptavidine couplée à l’enzyme HRP (Horseradish Peroxydase). 

Les extraits protéiques contiennent bien une grande quantité de protéines biotinylées. On 

observe une diminution marquée de cette quantité après l’incubation avec les billes, 

suggérant que de nombreuses protéines biotinylées ont été capturées. Les trois étapes 

successives de lavage des billes ne semblent pas induire de perte de protéines biotinylées. 

L’élution à l’aide de tampon Laemmli permet de purifier une grande quantité de protéines 

biotinylées. Cette quantité semble très similaires quelle que soit la concentration des extraits 

protéiques utilisés lors de l’incubation avec les billes, suggérant que même la plus faible 

concentration de 0,5mg/mL a suffit pour saturer les billes (Figure 2). Cependant, les extraits 

protéiques utilisés lors de cette expérience sont issus de cellules transfectées ayant produit 
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BirA*-HA-Ubx à 37°C, la température optimale de BirA*. A l’inverse, nous ne pouvons pas 

élever la température d’incubation des larves de drosophile à plus de 29°C ce qui implique 

que dans notre contexte de sauvetage, l’enzyme est moins active. De plus, le profil 

d’expression induit par UbxGal4LDN n’induit la production de la protéine de fusion de manière 

intense qu’au niveau du pouch du disque imaginal d’haltère. Les cellules plus périphériques 

ne produisent la protéine de fusion que modérément. Cela implique que la fraction de 

protéines biotinylées parmi les protéines totales isolées à partir des disques imaginaux est 

plus faible que celle isolée à partir des cellules HEK transfectée. Cependant, la BioID a déjà été 

utilisée avec succès dans un contexte similaire, au sein d’embryons de drosophile n’exprimant 

la protéine de fusion que dans un lignage précis de cellules au cours de l’embryogenèse 

(Carnesecchi et al. 2020). La purification de protéine était alors effectuée à partir de 3 à 6 mg 

d’extraits protéiques issus d’embryons totaux (stade 13), constitués d’environ 3 000 cellules 

(Zalokar et Erk 1976) dont seule une faible proportion exprime le transgène. Pour cette raison 

nous avons décidé d’utiliser 1 000 disques imaginaux d’haltère par réplicat biologique 

d’expérience de BioID, ce qui devrait nous permettre d’obtenir environ 0,7mg de protéines 

issues de cellules exprimant au moins modérément les protéines de fusion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Analyse par Western Blot de la purification de protéines biotinylées à partir d’extraits protéiques de 

différentes concentrations issus de cellules HEK transfectées. A : Des extraits protéiques (Ex) de différentes 

concentrations (1 mg/mL, et 0,5 mg/mL) issus de cellules HEK transfectées pour exprimer BirA*-HA-Ubx contiennent 

une grande quantité de protéines biotinylées. On observe des trainées (« smear ») montrant que de nombreuses 

protéines de tailles différentes sont biotinylées. L’intensité des bandes du smear semble bien proportionnelle à la 

concentration de l’extrait protéique. Nous avons également testé ces mêmes fractions après leur incubation avec les 

billes magnétiques couplées à la streptavidine (Fractions FT, ou « Flow through »). On observe que dans les fractions 

FT, l’intensité des bandes a fortement diminué, suggérant qu’une proportion importante des protéines biotinylées 

présentes dans l’extrait ont été piégées par les billes. B : Les trois étapes de lavages (« Washes », W) analysés sont 

ceux des billes ayant été en contact avec les extraits concentrés à 1mg/mL. C : Les éluats issus des billes ayant été 

incubées avec les différentes concentrations d’extraits protéiques présentent tous un smear d’intensité similaire. 

A B C 
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Nous comptions reproduire ce résultat à partir d’extraits protéiques issus de disques 

imaginaux de drosophile produisant nos protéines de fusion, avant de commencer à envoyer 

nos échantillons à la plateforme de spectrométrie de masse de l’Institut de Biochimie et de 

Chimie des Protéines (IBCP), la Protein Science Facility (PSF). Les dissections fastidieuses que 

cela impliquait nous à motivé a candidater auprès de différentes fondations afin d’obtenir un 

financement pour une quatrième année de thèse, estimée nécessaire à la mise au point du 

protocole de spectrométrie de masse avec le personnel de la plateforme, à la finalisation de 

des dissections de disques imaginaux, à l’analyse des données et éventuellement aux tests 

d’autres conditions. Malheureusement aucun financement ne nous a été accordé. La crise 

sanitaire a également impliqué la fermeture de l’institut pendant plusieurs mois, ce qui a 

rendu impossible la finalisation de ce projet avant la fin de mon financement de thèse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure supplémentaire 1 : BirA*-HA-Ubx provoque la diminution de la taille des ailes. L’allèle nabGal4 induis 

l’expression de BirA*-HA-Ubx dans le pouch du disque imaginal d’aile. À 29°C, cela induit la biotinylation de protéines, 

et provoque une réduction drastique de la taille de l’aile. Cependant, la dose ou la fonction de la protéine de fusion ne 

semble pas suffisante pour transformer l’aile en haltère. Nous ne pouvons donc pas utiliser ce système pour tenter 

d’identifier des cofacteurs permettant à Ubx d’orchestrer le développement de l’haltère en utilisant des disques d’ailes 

transformés en haltère. Cela nous aurait permis d’obtenir plus facilement une grande quantité de protéines étant 

donné la taille cinq fois plus grande des disques d’ailes par rapport aux disques d’haltère. 

 

 

  

BirA*-HA-Ubx ; nabGal4 
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Generation of a versatile BiFC ORFeome library for analyzing protein–protein interactions in 

live Drosophila 

 

Au sein de ce projet, j’ai contribué à la génération de lignées de drosophiles transgéniques 

permettant l’expression de facteurs de transcriptions fusionnés à des fragments de protéines 

fluorescents à l’aide du système UAS/Gal4. Ces lignées permettent de tester la capacité 

d’interaction de ces facteurs de transcription avec d’autres protéines par la technique de BiFC, 

in vivo chez la drosophile. Certains résultats issus du crible fonctionnel par interférence ARN 

ont également été utilisés pour appuyer fonctionnellement la pertinence de certaines 

interactions mises en évidence par BiFC. 
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Chapitre V : matériels et méthodes 

 

Lignées de drosophiles 

Les lignées de drosophile sont cultivées selon les procédures standard entre 18 et 25°C. Pour 

les lignées ayant servi aux expériences de gain de fonction et de BiFC, se référer à Bischof et 

al., 2018. La lignée portant l’allèle abxpbxbx est celle utilisée par De Navas et al. (2011). La 

lignée UbxGal4LDN est celle utilisée par De Navas, Garaulet, et Sánchez-Herrero en 2006. La 

lignée MS1096-Gal4 provient du Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC, Indiana, USA), 

stock n°8696. Les lignées permettant de cibler l’interférence ARN de gènes cibles à l’aide du 

système UAS/Gal4 sont issus du Transgenic RNAi Project, disponible au BDSC. 

 

Génération de lignées transgéniques 

Le vecteur contenant la séquence codant pour BirA*-HA a été commandé chez addgène 

(#36047). BirA*-HA a ensuite été sous-cloné en phase et en amont (5’) de la séquence codante 

pour Ubx ou Dfd au sein d’un vecteur pUASTattb. Les constructions ont été vérifiées par 

séquençage avant d’être envoyées pour injection dans des embryons de drosophiles (lignée 

9752, possédant un site attP au niveau du second chromosome) par la société BestGene. Les 

lignées transgéniques ont alors été établies à l’aide du système intégrase ФC-31 (Bischof et al. 

2007). 

 

Interférence ARN 

Les mâles des lignes TRiP sont croisés avec des femelles vierges MS1096-Gal4/MS1096-Gal4 ; 

+/+ ; abxpbxbx/TM6b. Une fois les premières étapes du développement embryonnaires 

achevées, la descendance de ce croisement est placée à 29°C afin de maximiser l’expression 

des transgènes. Après émergence des pupes, les spécimens ayant subi l’interférence ARN à 

l’aide d’une loupe binoculaire. 

 

Immunomarquages des disques imaginaux de drosophile 

Les disques imaginaux de larves de drosophile sont disséqués dans du PBS 1X, puis fixés dans 

du PBS + formaldéhyde 4% (sans méthanol) pendant 15 minutes. Après trois lavages de 15 

minutes en PBS+Triton-X100 à 0,1% (PBST), les disques sont saturés à l’aide de PBST+BSA 2% 

pendant 1h. Ils sont ensuite incubés avec les anticorps primaires sur la nuit à 4°C. Après trois 

nouveaux lavages au PBST, ils sont incubés avec les anticorps secondaires 2h à température 

ambiante, puis lavés a nouveau avant d’être montés entre lame et lamelle dans du Vectashield 
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(Vector laboratories) + DAPI pour l’acquisition en microscopie confocale. Les anticorps utilisés 

sont : anti-Ubx (souris) FP3.38 dilué à 1/500 ; anti-Hth (lapin) gracieusement fourni par 

Jonathan Enriquez (1/500), anti-Grn (rat) gracieusement fourni par Alain Garces (1/500) ; anti-

GFP (lapin) PABGI (1/500 ; Chromotek) ; Anti-HA (rat) 3F10 (1/500). 

Microscopie et imagerie 

Les images de microscopie confocale ont été acquises à l’aide d’un microscope Zeiss LSM 780. 

Les ailes et haltères des drosophiles adultes ont été photographiées à l’aide d’un microscope 

électronique à balayage Hirox SH-3000 à -20°C, 10kV. 

 

Purification des protéines biotinylées par BioID 

1- A partir de cellules HEK transfectées 

Le mélange de transfection contient 19μg de plasmides (pCDNA3-actineGal4 + pUASTattb-

UAS-BirA*-HA-Ubx) et 1μL de jetPRIME® dilués dans un volume final de 700μL avec du milieu 

OPTI MEM. 

1,7 millions de cellules sont inoculées dans une flasque Corning® de 175 cm2 dans un volume 

de 10mL de milieu DMEM Glutamax W/Glc+Pyr (ref 31966) supplémenté de 10% de sérum de 

veau fœtal et de 2% de pénicilline et streptomycine (5000U/mL). Les cellules sont transfectées 

avec le mélange de transfection. Ajouter 60μL de solution de polyéthylèneimine (Sigma 

Aldrich, 408727). 4h plus tard, le milieu de culture est supplémenté de biotine (100mM) 4h. 

Après une incubation de 18h dans ce milieu complémenté à la biotine, les cellules sont rincées 

et resuspendues par grattage dans 1,3mL de PBS, puis transférées dans un tube Eppendorf de 

1,5mL. Les cellules sont culotées par centrifugation (300G, 5 minutes, température ambiante) 

puis congelées. 

2- A partir de disques imaginaux de drosophile 

Lors de la séance de dissection, les disques imaginaux sont placés dans du PBS dans un tube 

Eppendorf de 1,5mL « Low protein-binding » sur la glace. Après une rapide étage de 

centrifugation, un maximum de PBS est retiré. Le tube contenant les disques imaginaux est 

alors instantanément congelé à l’aide d’azote liquide, puis conservé à-80°C.  

3- Étapes similaires entre culture cellulaire et disques imaginaux. 

Les cellules/tissus sont lysés sur la glace par ajout de 500μL de tampon RIPA+1%SDS et deux 

brefs passages au vortex, pendant 20 minutes ou jusqu’à la lyse de tous les tissus. On traite 

ensuite le lysat à la benzonase nucléase (1/100 ; Sigma Aldrich 9025-65-4) pendant 10 

minutes. Le lysat doit alors avoir perdu sa viscosité. Le lysat est alors centrifugé 30 minutes à 

16 000 G et à 4°C. Pendant ce temps, 160μL de billes magnétiques à la streptavidine (NEB 

S1420S) sont équilibrées dans un tube Eppendorf de 1,5mL par deux lavages au PBS (1mL), 
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puis deux lavages par 500μL de de tampon RIPA+SDS1% dilué au ½ à l’aide de tampon Tris 

pH8. Le surnageant du lysat cellulaire est récupéré dans un nouveau tube puis dilué par ½ à 

l’aide de tampon Tris pH8, après avoir conservé un aliquot pour la quantification de protéines 

et les analyses par western blot. L’extrait de protéine ainsi obtenu est incubé sur la nuit à 4°C 

avec les 160μL de billes magnétiques à la streptavidine équilibrées. Les billes sont ensuite 

lavées à l’aide de deux lavages par 500μL de tampon de rinçage SDS, de deux lavages à l’aide 

de 500μL de tampon RIPA-1%SDS, et de deux lavages à l’aide de 500μL d’acétonitrile 20%. Les 

protéines biotinylées sont alors éluées par re-suspension des billes dans 70μL de tampon 

Laemmli, et incubation 10 minutes à 95°C sous agitation (650RPM). Le surnageant alors 

collecté contient les protéines biotinylées. 

 

Tampons :  

-RIPA+1%SDS : 50mM Tris pH8, 150mM NaCl, 0.5% deoxycholate de sodium, 1% 

NP40/IGEPAL, 1%dodécyl-sulfate de sodium (SDS) 

-Tampon de rinçage SDS : Tris.Cl 10mM, EDTA 1mM, SDS 1%, NaCl 200mM 

 -Tampon de lavage à l’acétonitrile : acétonitrile 20%, eau 

 -Tampon Laemmli : β-mercaptoéthanol 5%, glycérol 10%, bleu de bromophénol 

0,005%, SDS 2%, Tris pH6,8 à 63mM. 

 

SDS-PAGE/Western blot 

Pur l’analyse par Western blot, les protéines sont séparées sur un gel SDS-PAGE 4%-7,5%, puis 

transférées sur une membrane de Polyfluorure de vinylidène (« PVDF », BioRad). Après une 

étape de saturation à l’aide de tampon Tris pH6,8+0,1% de Triton-X100 additionné de BSA 

(2%), les protéines sont marquées à l’aide de streptavidine couplée à l’enzyme HRP (1/5 000) 

(18-152 Merck Millipore). Le signal est révélé à l’aide du substrat SuperSignal™ West Pico PLUS 

Chemiluminescent (ThermoFischer, #34580) et d’un système ChemiDox XRS (BioRad). 

 

Retard sur gel  

Les protéines Ubx, Antp et Scr fusionnées à une étiquette VC ont été produites à l’aide du 

système TNT(T7)-coupled in vitro transcription/translation (Promega). Se référer à Merabet et 

al. 2007. Les sondes oligonucléotidiques sont marquées par du P32 radioactif à l’aide du 

fragment de Klenow . Les expériences de supershifts sont réalisée à l’aide de 10μg d’anticorps 

anti-GFP (lapin) PABGI (Chromotek) ciblant l’étiquette VC fusionnées aux différentes protéines 

Hox. 
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