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Résumés 

 

Résumé de la thèse en français 

La structure chromatinienne possède une organisation dynamique qui joue un rôle clé dans le contrôle 

de la destinée cellulaire et du développement. L’accessibilité de la chromatine est déterminante pour 

permettre la fixation des facteurs de transcription à l'ADN, contrôler l'expression des gènes et mettre 

en œuvre des programmes transcriptionnels spécifiques. Pour étudier la dynamique de la chromatine 

en temps réel et compléter les analyses structurales à l'échelle du génome (HiC ...), différents systèmes 

de localisation de loci génomiques ont été développés. Ils sont basés sur la visualisation, en 

microscopie photonique, de protéines de liaison à l’ADN fusionnées à des molécules fluorescentes 

mais ils peuvent perturber l’environnement chromatinien ou l’expression génique.  

A partir du complexe de partition des génomes bactériens, un système de visualisation de loci 

génomiques en temps réel, le système ANCHOR, a été développé et a la particularité et l’avantage de 

permettre la visualisation de loci génomiques de manière peu intrusive. Il est constitué des protéines 

procaryotes ParB qui se lient à une séquence spécifique de 16 pb, parS. Une fois liée à la séquence 

parS, la protéine ParB fusionnée à une étiquette fluorescente se répand sur l'ADN environnant, créant 

un amas de molécules suffisamment grand pour être observé par microscopie à fluorescence. 

Au cours de ma thèse, j'ai mis en place le système ANCHOR chez la drosophile. Après avoir montré que 

l'expression ectopique de la protéine ParB n'affecte pas la viabilité des cellules ou de l'organisme, j'ai 

démontré que dans un organisme eucaryote supérieur, le système ANCHOR permet la visualisation de 

loci génomiques spécifiques. De plus, l'utilisation du système ANCHOR n'interfère pas avec l'activité 

des éléments cis-régulateurs situés à proximité des sites d'insertion de parS, ni avec leur activité 

transcriptionnelle. Lors de transfections transitoires dans des cellules S2 de drosophile, la puissance 

de ce système nous a permis de suivre la localisation subcellulaire des vecteurs possédant le système 

ParB/parS dans le noyau et plus étonnamment dans le cytoplasme. J'ai montré que les plasmides 

présents dans le cytoplasme semblent adopter une structure pseudo-nucléaire : présence d'éléments 

de la membrane nucléaire (lamine), d'histones et d'activité transcriptionnelle.  

En conclusion, mon travail de thèse m'a permis de mettre en place le système ANCHOR dans un 

organisme multicellulaire, la drosophile, et de confirmer l'efficacité de ce système pour visualiser en 

temps réel des loci génomiques, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives de recherche. 
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Résumé de thèse en anglais 

Chromatin structure has a dynamic organization that plays a key role in the control of cell fate and 

development. Chromatin accessibility is critical for the binding of transcription factors to DNA, control 

of gene expression and the implementation of specific transcriptional programs. To study chromatin 

dynamics in real time and to complement genome-wide structural analyses (HiC...), different genomic 

loci localization systems have been developed. They are based on the visualization of DNA-binding 

proteins fused to fluorescent molecules under light microscopy, but they can disrupt the chromatin 

environment or gene expression.  

Based on the bacterial genome partition complex, a real-time genomic loci visualization system, the 

ANCHOR system, has been developed and has the particularity and advantage of allowing the 

visualization of genomic loci in a non-intrusive way. It consists of prokaryotic ParB proteins that bind 

to a specific 16 bp sequence, parS. Once bound to the parS sequence, the ParB protein fused to a 

fluorescent tag spreads over the surrounding DNA, creating a cluster of molecules large enough to be 

observed by fluorescence microscopy. 

During my thesis, I set up the ANCHOR system in Drosophila. After showing that ectopic expression of 

the ParB protein does not affect cell or organism viability, I demonstrated that in a higher eukaryotic 

organism, the ANCHOR system allows the visualization of specific genomic loci. Furthermore, the use 

of the ANCHOR system does not interfere with the activity of cis-regulatory elements located near parS 

insertion sites, nor with their transcriptional activity. In transient transfections in Drosophila S2 cells, 

the power of this system allowed us to follow the subcellular localization of vectors possessing the 

ParB/parS system in the nucleus and more surprisingly in the cytoplasm. I showed that plasmids 

present in the cytoplasm seem to adopt a pseudo-nuclear structure: presence of nuclear membrane 

elements (laminin), histones and transcriptional activity.  

In conclusion, my thesis work allowed me to set up the ANCHOR system in a multicellular organism, 

Drosophila, and to confirm the efficiency of this system to visualize genomic loci in real time, thus 

opening new research perspectives. 
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Résumé grand public. 

 Afin d’étudier la dynamique chromatinienne, support de l’information génétique, il est 

nécessaire de disposer d’outils permettant de suivre des régions génomiques. Le système ANCHOR, 

dérivé des bactéries, est constitué de protéines fusionnées à une molécule fluorescente qui se fixent, 

en grand nombre sur des séquences nucléotidiques spécifiques introduites à un locus donné. Cela 

permet la formation d’un foyer de fluorescence nucléaire, observable en microscopie. 

 Durant ma thèse, j’ai développé le système ANCHOR chez la drosophile et montré qu’il est 

parfaitement compatible avec la viabilité et la régulation transcriptionnelle. La puissance du système 

ANCHOR m’a permis de suivre le comportement d’ADNs plasmidiques, que l’on transfecte dans des 

cellules en culture. Ils sont présents sous forme d’agrégats dans le noyau et aussi dans le cytoplasme 

et, étonnamment, s’organisent en structure pseudo-nucléaires.  

 Mes travaux ont permis de montrer l’efficacité du système ANCHOR pour visualiser des loci 

génomiques au sein des organismes eucaryotes supérieurs, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives de 

recherche dans ces organismes. 

  



9 
 

Abréviations 

 

A 

Å 

aa 

Ac 

ADN 

ADNr 

AMP 

Ala 

ARN 

ARNm 

ARNt 

ATP 

Gal 

bp 

BSA 

C 

CBP 

CDP 

CDS 

CIDs 

ChiP-seq 

CRISPR 

CRM 

CTD 

CTP 

D1 

DAPI 

dATP 

dCTP 

Df31 

dGTP 

dTTP 

ddATP 

ddCTP 

ddGTP 

ddTTP 

DBD 

DNase 

DSB 

dyl 

E. coli 

EcR 

EGF 

EM 

FIS 

FISH 

FRAP 

FROS 

G 

GFP 

GTP 

H1 

H3K4me2 

H3K9me2 

H3K27me3 

H3K79me3 

adénine 

Angström 

acide aminé 

groupe acétyle 

acide désoxyribonucléotide  

acide désoxyribonucléotide ribosomique 

adénosine monophosphate  

alanine 

acide ribonucléotide  

acide ribonucléotide messager 

acide ribonucléotide de transfert 

adénosine triphosphate  

béta-galactosidase 

paire de base 

bovine serum albumin 

cytosine 

centromere binding protein 

cytidine diphosphate 

séquence codante 

Domaines d’Interaction Chromosomiques  

Chromatine Immnuo-Précipitation suivi d'un séquençage 

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

région de regulation en cis 

domaine C-terminal 

cytidine triphosphate  

D1 chromosomal protein 

4’-6-Diamidino-2-Phenylindole 

désoxyadénosine triphosphate 

désoxycytidine triphosphate 

decondensation factor 31 

désoxyguanosine triphosphate 

désoxythymidine triphosphate 

di-désoxyadénosine triphosphate 

di-désoxycytidine triphosphate 

di-désoxyguanosine triphosphate 

di-désoxythymidine triphosphate 

DNA binding domain 

désoxyribonucléase 

cassures bouble brin 

dsky-like 

Escherichia coli 

récepteur à l'ecdysone 

epidemal growth fator 

microscopie électronique  

Factor for Inversion Stimulation 

hybridation fluorescente in situ  

Fluorescence Recovery After Photobleachin 

Fluorescents Répresseur/Opérateur  

guanine 

Green Fluorescent Protein 

guanosine triphosphate 

histone 1 

histone 3 diméthylée sur la lysine 4 

histone 3 diméthylée sur la lysine 9 

histone 3 diméthylée sur la lysine 9 

histone 3 diméthylée sur la lysine 27 

HAT 

HCL 

HCMV 

HDAC 

HDR 

HiC 

HKMT 

H-NS 

HP1 

HR 

HTH 

H-U 

IHF 

ISH 

K 

kb 

kDa 

lncRNA 

Mb 

MCP 

MRG15 

MSD 

NAP 

NLS 

nsDNA 

NTD 

PALM 

PcG 

PCR 

PRMT 

pri 

ptc 

PWM 

R 

RE 

RNase 

scFv 

sha 

SIR2 

SAM 

smORF 

snRNP 

SMC 

SMLM 

SUUR 

svb 

T 

TAD 

tal 

TALE 

TF 

TFBS 

TIRFM 

TMV 

UTR 

Wg 

histone acétyl transférase 

acide chlorydrique 

cytomégalovirus humain 

histone déacétylase 

High Density chromosomal Region 

Capture de conformation chromosomique à haute résolution 

lysine méthyltransférases 

Histone-like Nucleoid-Structuring protein 

Heterochromatin protein 1 

recombinaison homologue 

hélice-tour-hélice 

Heat-Unstable protein 

integration Host Factor 

hybridation  in situ  

lysine 

kilo bae 

kilo dalton 

longs ARN non codants  

megabase 

MS2 coat protein 

MORF-related gene 15 

Mean Square Displacement 

nucleopid associated protein 

nucleair localization signal 

ADN non spécifique 

domaine N-terminal 

Photo-Activated Localization Microscopy 

groupe Polycomb 

polymerase chain reaction 

arginine methyltransferases 

plished-rice 

patched 

matrice poids position 

arginine 

reticulum endoplasmique 

ribonucléase 

fragments variables simple chaîne 

shavenoïd 

Sirtuin 2 

S-adénosylméthionine 

small Open Reading Frame 

petites ribonucléoprotéine 

Structural Maintenance of Chromosome 

Single Molecule Localization Microscopy 

Supressor of Under-Replication 

shavenbaby 

thymine 

domaines associés topologiquement  

tarsal-les 

Transcription Activator Like Effector 

facteur de trasncription 

sites de liaison de facteurs de transcription 

Total Internal Reflection Fluoresence Micoscopy 

virus de la mosaïque du tabac 

région non traduite 

wingless 

 

 

 

  



10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avant-propos … 
  



11 
 

De la découverte de l’ADN à la localisation de locus génétique 

ou ma petite histoire de l’ADN 

 

 

Tout commence, il y a 150 ans … 

L’histoire de l’acide désoxyribonucléotide (ADN) commence il y a 150 ans avec sa découverte 

par Friedrich Miescher, un médecin suisse. En 1869, Miescher, effectue la première 

purification de l’ADN. Il isole à partir de noyaux de leucocytes provenant de pus de bandages 

chirurgicaux, une substance acide, riche en phosphate qu’il nomma « nucléine » car isolée à 

partir de noyaux (fig. 1). Il montre que cette substance n’est pas digérée par une protéase, la 

pepsine et que ce n’est pas une protéine. A la suite d’autres tests sur la « nucléine » isolée à 

partir de sperme de saumon, Miescher confirme la présence d’éléments trouvés dans les 

molécules organiques : carbone, hydrogène, oxygène et azote. Contrairement aux protéines, 

il note l’absence de soufre dans la « nucléine » mais de large quantité de phosphore, 
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représentant 22,5 % de la masse totale (un chiffre très proche de la proportion réelle de 22,9 

%) et présent sous forme d’acide phosphorique. Il confirme les propriétés acides de la nucléine 

et qu’il devrait s’agir d’un « acide avec 3 voire 4 bases acides » de grand poids moléculaire car 

peu diffusible (Dahm, 2005).  

 

Chromosome, chromatine et acides nucléiques… 

 Quelques années plus tard, en 1878, Albrecht Kossel, un biochimiste allemand, confirme la 

localisation de la nucléine dans le noyau et identifie les composants de la nucléine : les bases 

purines et pyrimidiques, un sucre et l’acide phosphorique. Il identifia la nucléine comme un 

composant de la chromatine avec des protéines comme les histones qu’il a découvertes en 

1884 (Dahm, 2008).  La chromatine (du grec chrôma=couleur), substance acide qui capte les 

colorants basiques, a été décrite par Walther Flemming à la suite d’observation, à l’aide de 

microscopes, de structure dans les noyaux qui se laissent colorer. Flemming, focalisant ses 

travaux sur le comportement des noyaux lors de la division cellulaire, observe que la 

chromatine se transforme en filaments lors de la division cellulaire qu’il nomme mitose (du 

grec mitos = filament). Il donnera chromosome comme nom à ces filaments 

([chroma=couleur ; soma = corps] = corps coloré) (Olins, 2003 ; Dahm, 2005, 2008). En 1889 

Richard Altmann renomme la nucléine en acide nucléique. En 1902, Walter Sutton et Theodor 

Boveri développent indépendamment la « Théorie Chromosomique de l’Hérédité ». En effet 

ils proposent que les chromosomes portent les facteurs héréditaires, en accord avec les lois 

de Mendel qui ont été redécouvertes indépendamment par trois scientifiques, Hugo de Vries, 

Carl Erich Correns et Erich Von Tschermark (Olins, 2003 ; Dahm, 2005). Sutton, en étudiant la 

méiose chez la sauterelle et Boveri, le développement embryonnaire de l’oursin, arrivent aux 

mêmes conclusions. Les chromosomes demeurent organisés et dans des structures 

individuelles à travers le processus de division, qu’ils vont par paire, avec un membre 

provenant de chaque parent. Au cours du processus de la méiose, le nombre de chromosomes 

est réduit de moitié dans les spermatozoïdes et les ovules, le nombre original étant rétabli 

dans l’œuf fécondé, pendant la reproduction. Ce processus était en accord avec l'idée de 

ségrégation de Mendel. En 1902, Sutton suggère que "l'association des chromosomes 

paternels et maternels par paires et leur séparation ultérieure lors de la division réductrice... 
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peuvent constituer la base physique de la loi mendélienne de l'hérédité" (Sutton, 1902, 1903 

; Baltzer, 1964 ; Genome News Network, a, b).  

 

Et Thomas H. Morgan arriva : naissance de la génétique expérimentale. 

La « Théorie Chromosomique de l’Hérédité » de Sutton et Boveri fut controversée jusqu’à sa 

démonstration en 1915 par les travaux de Thomas Hunt Morgan chez la mouche Drosophila 

melanogaster. En effet, Morgan confirme les lois mendéliennes de l'hérédité et l'hypothèse 

selon laquelle les facteurs de l’hérédité ou gènes, mot utilisé par Wilhelm Johannsen en 1909 

pour parler des facteurs de l’hérédité (Dahm, 2005), sont situés sur les chromosomes. Les 

travaux de Thomas Hunt Morgan et de ces collaborateurs, notamment Alfred Sturtevant, 

portent sur la transmission de caractères et mutations chez la drosophile. Ils s’intéressent à la 

mutation de la couleur rouge de l’œil de la drosophile en blanc. Morgan appelle « white » le 

gène portant ce caractère. Cette façon de nommer les gènes chez les drosophilistes perdure, 

en effet, il est coutume de donner à un gène le nom d’après le phénotype de leurs allèles 

mutants. En étudiant la ségrégation de ce caractère « yeux blancs », ils s’aperçoivent que ce 

caractère « yeux blancs » est récessif par rapport au caractère « yeux rouges » et qu’il est 

porté par un chromosome sexuel (Morgan, 1910). Ainsi la transmission de caractères pouvait 

être liée au sexe mais également que des gènes pouvaient être portés par des chromosomes 

non liés au sexe.  Morgan établit la théorie de l’hérédité liée au sexe qui va servir de base à la 

suite de ces travaux. Chaque chromosome de la drosophile contient un groupe d'unités 

physiques réelles correspondant aux gènes. Ces derniers sont disposés linéairement le long 

du chromosome. Ainsi les gènes sont alignés sur les chromosomes dans un ordre bien défini 

tel un collier de perles sur un fil. Autrement dit, les chromosomes sont le support des gènes. 

L’analyse de la transmission de caractères de milliers de drosophiles permet à Morgan et à ces 

étudiants de montrer la présence de milliers de gènes sur les chromosomes, correspondant 

tous à des caractères héréditaires distincts. En se basant sur la recombinaison 

chromosomique, Morgan et ces collaborateurs établissent des cartes chromosomiques 

donnant la position des gènes sur les chromosomes. Alfred Sturtevant, alors étudiant, 

construit en 1913 la première carte génétique du chromosome X contenant les gènes yellow, 

white, vermillon, miniature, et rudimentary, correctement positionnés sauf pour miniature et 

rudimentary qui sont inversés. En 1915, Thomas Hunt Morgan publie “The Mecanism of 
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Mendelian Heredity” où le frontispice représente une carte génétique des quatre 

chromosomes avec une quarantaine de gènes dont miniature et rudimentary qui sont 

correctement localisés (fig. 2 ; Morgan, 1915 ; Sturtevant, 1913). Les travaux de Morgan 

eurent des conséquences majeures en ouvrant la voie à la génétique expérimentale moderne. 
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Ce début du vingtième siècle a révélé de grandes avancées dans le domaine émergent de la 

génétique mais a été largement dépourvu dans la compréhension de la structure de la 

chromatine et malgré ces avancées, il demeurait une question qui restait sans réponse : quelle 

est la nature chimique du support de l’hérédité ?  

 

La théorie tétranucléotidique ou comment une théorie peut bloquer l’avancée des 

connaissances. 

Pendant la première moitié du XXème siècle, il y a peu d’intérêt pour l’ADN en partie à cause 

la théorie tétranucléotidique proposée par Phoebus Levene en 1910 (Levene, 1919). Ce 

biochimiste qui découvre le ribose et le désoxyribose respectivement en 1909 et 1929, montre 

que l’ADN est composé de 4 bases azotées (adénine (A), cytosine (C), guanine (G) et thymine 

(T)), chacune reliée à un sucre et à un phosphate dans un ordre précis : phosphate – sucre – 

base pour former une unité qu’il appelle nucléotide. Il pense que la structure de l’acide 

nucléique est organisée en un tétranucléotide répétitif composé de ces 4 nucléotides reliés 

entre eux par les groupes phosphates, pour constituer le squelette de la molécule. Ainsi 

Phoebus Levene considère que les 4 bases sont dans des proportions équimolaires ce qui 

signifie que l’ADN contiendrait exactement la même quantité de chacune des bases (Teich 

1975 ; Dahm, 2008). La communauté scientifique, comme d’ailleurs Phoebus Levene lui-

même, est sceptique quant au fait que la « simplicité » de la molécule d’ADN puisse être le 

support de l’information génétique, capable de véhiculer une information complexe. Les 

scientifiques considèrent que le support de l’hérédité est plus probablement véhiculé par les 

protéines qui offrent une immense diversité avec leur multitude de combinaisons possibles à 

partir de leur code à 20 éléments plutôt que l’ADN qui est constitué de l’agencement de 

seulement 4 nucléotides différents, trop peu, pensent-ils, pour stocker toute l’information 

génétique. Ses idées sur la structure de l'ADN sont erronées mais ses travaux constituent une 

base essentielle pour les travaux ultérieurs qui permettront de déterminer la structure de 

l'ADN. 
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Quel le support pour l’hérédité ? ADN ou protéine ? 

La première étape vers l’identification du support de l’hérédité est issue des travaux sur les 

pneumocoques par un médecin bactériologue anglais, Frederick Griffith, en 1928, au cours 

desquels il découvre le phénomène de « transformation » bactérienne. Lorsqu’il co-injecte à 

des souris des pneumocoques non pathogènes (R) de type antigénique II et des 

pneumocoques virulents (S) de type antigénique III mais préalablement tués par la chaleur, il 

constate la mort des souris. Le sang récupéré de ces animaux produit des pneumocoques de 

type III. Les caractères de virulence et de spécificité biologique de type III de la souche 

bactérienne S ont été transférés à la souche bactérienne R (Griffith, 1928 ; Avery, 1944). Cette 

transformation est liée à la présence d’un « principe transformant » ou « principe actif » 

provenant d’extraits bactériens tués par la chaleur (fig. 3). C’est la première fois que des 

caractères génétiques sont transmis à l’aide d’une « substance chimique » contenue dans des 

bactéries mortes (Berche, 2016). La nature chimique du « principe actif » mis en évidence 

parGriffith ne sera élucidée qu’une dizaine d’années plus tard, en 1944, par Avery, McLeod et 

McCarty (Avery, 1944). Ils basent leurs recherches sur les expériences de Griffith et effectuent 

une série de purification à partir d’extrait de pneumocoques et isolent une solution pure de 
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cet agent transformant. L’analyse chimique révèle que cette substance a la même 

composition que l’ADN (Maguin, 2021).  De plus, les traitements de cet agent avec une 

ribonucléase (RNase) purifiée et avec différentes protéases n’abolissent pas son pouvoir 

transformant. Par contre un traitement de cette substance par des extraits dégradant l’ADN 

(Avery, 1944) ou par une désoxyribonucléase (DNase) purifiée (McCarty, 1946a, b) inactive 

l’activité de transformation (fig. 4). Dans sa publication, Avery conclut: « The evidence 

presented supports the belief that a nucleic acid of the desoxyribose type is the fundamental 

unit of the transforming principle of Pneumococcus Type III. » (Avery, 1944 ; Maguin,2021). 
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Cependant, malgré ces résultats solides, une partie de la communauté scientifique reste 

sceptique quant au rôle de l’ADN comme support de l’information et émettent la possibilité 

que des traces d'impuretés dans leur extrait purifié pourrait être le véritable agent 

transformateur, Avery et ses collègues ne l’excluant pas non plus (Avery, 1944 ; Maguin, 2021). 

Il faut attendre quelques années, en 1952, pour que les expériences menées par Hershey et 

Chase confirment que l’ADN est le support de l’information génétique. Ces 2 scientifiques 

mènent des expériences sur le bactériophage T2. Ils utilisent un marquage différentiel de 

l’ADN et des protéines du phage avec des isotopes radioactifs : soit du phosphore radioactif 

(P32) est incorporé à l’ADN, soit du soufre radioactif (S35) est incorporé aux protéines. Des 

bactéries Escherichia coli sont infectées par ces phages marqués soit au P32 pour suivre l’ADN 

soit au S35 pour suivre les protéines. Ils observent que les protéines marquées au S35 ne 

pénètrent pas dans la bactérie et ne sont pas retrouvées dans la descendance des phages alors 

que l’ADN marqué au P32 se trouvent dans les bactéries : cette fraction nucléique est seule 

responsable de la reproduction des phages (Hershey, 1952 ; Berche, 2016). Ainsi, cette célèbre 

expérience de Hershey et Chase, qui est une des toutes premières où des isotopes radioactifs 

sont utilisés pour suivre des molécules, montre que seul l’ADN de phage et non leur coque 

protéique permet à ces bactériophages d’infecter des bactéries et de se multiplier (fig. 5). Ces 

résultats confirment ceux d’Avery. A l’époque ce fut un séisme conceptuel qui substitue l’ADN 

aux protéines comme support de l’information génétique et replace l’ADN au centre de la 

recherche scientifique. Les expériences d’Avery et de Hershey peuvent être considérées 

comme la naissance de la biologie moléculaire (Berche, 2016 ; Maguin, 2021). 

 

Les années 1940-50 sont des années marquées par des expériences fondatrices dans 

l’évolution des connaissances sur le support de l’hérédité.  En 1944, le physicien Erwin 

Schrödinger publie un petit livre « What is life ? » où il introduit l’idée d’un « cristal 

apériodique » c'est-à-dire où l’information génétique serait contenue dans une structure 

codée, aussi rudimentaire qu’un code binaire, très complexe, basée sur une association 

correctement ordonnée d’atomes, dotée de stabilité chimique, permettant de stocker et 

transmettre d’énormes quantités d’informations pour permettre l’hérédité. La vision et les 

idées de Schrödinger sont une source d’inspiration et suscitent l’enthousiasme de nombreux 
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scientifiques, notamment de Watson et Crick, pour rechercher et identifier les molécules du 

vivant permettant le traitement de ces informations (Berche, 2016 ; Bruch, 2019). 

 

 

La règle de Chargaff. 

Parallèlement aux travaux d’Avery et d’Hershey faisant de l’ADN le support de l’information 

génétique, des recherches sur la structure et la composition chimique de l’ADN sont menées, 

notamment par Erwin Chargaff, un biochimiste des lipoprotéines, qui, à la lecture des travaux 

d’Avery décident d’orienter ses recherches sur les acides nucléiques. Grand bien lui en a pris, 
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puisque ces travaux l’ont amené à 2 découvertes majeures qui ont joué un rôle essentiel dans 

la compréhension de la structure en double hélice de l’ADN : 1) la composition en bases 

puriques et pyrimidiques de l’ADN varie d’une espèce à l’autre en particulier dans les quantités 

relatives des bases A, C, G, T, mais cette composition est constante pour une espèce donnée, 

2) dans n’importe quelle cellule ou organisme, il y a autant de bases puriques que pyrimidiques 

et les rapports A/T et G/C sont égaux à 1 (Chargaff, 1950a, b, 1951, 1952). Ces découvertes 

ont été nommées « les règles de Chargaff » et ont mis à mal la théorie tétranucléotide de 

Levene.  

 

Les physiciens à la rescousse pour la compréhension de la structure de l’ADN. 

La compréhension de la structure de l’ADN viendra en partie des physiciens et des données 

de cristallographie par rayons X, une technique d’analyse fondée sur la diffraction des rayons 

X par la matière notamment quand elle est sous forme de cristaux. La diffraction des rayons X 

par des cristaux a été découverte par le physicien allemand Max von Laue ce qui lui valut le 

prix Nobel de Physique en 1914.  Cette technique a été adaptée pour l’analyse de cristaux de 

substances minérales mais rapidement elle a été utilisée pour l’étude des macro-molécules 

biologiques dans les années 1920 et des protéines dans les années 1930 par John Desmond 

Bernal et William T. Astbury (Amar-Costesec). Les premières photographies de l’acide 

thymonucléique (dénomination de l’ADN utilisée à cette époque) par cristallographie au 

rayons X ont été réalisées par William T. Astbury et Florence O. Bell, en 1937 où après l’analyse 

des données ils concluent « … the spacing of 3,34 Å along the fibre axis corresponds to that 

of a close succession of flat or flattish nucleotides standing out perpendicularly to the long 

axis of the molecule to form a relatively rigid structure … » (Astbury, 1938a). Les clichés 

indiquent une structure régulière où le plan des bases est perpendiculaire au grand axe de la 

molécule d‘acide thymonucleique avec une distance de 3,4 Å (soit 0,34nm) entre 2 bases soit 

une valeur très proche de la valeur réelle dans la forme B de l’ADN (0,32nm), confirmant les 

conclusions d’une étude de la viscosité et de la double réfraction du flux d'acide 

thymonucléique en solution aqueuse par Signer et Hammarsten (Signer, 1938). Astbury et Bell 

proposent un modèle d’ADN monocaténaire comme une colonne de nucléotides, espacés les 

uns des autres de 3,4 Å, constitués de bases puriques ou pyrimidiques liées à un sucre, chaque 

nucléotide étant relié par l’intermédiaire d’un acide phosphorique : cette colonne de 
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nucléotide a été appelée la « pile de pennies » d’Astbury et Bell (fig. 6) (Astbury, 1938b ; Hall, 

2011).  

 

 

Les années qui ont suivi les résultats d’Astbury et Bell n’ont pas amené de données 

expérimentales supplémentaires notamment de photographies aux rayons X de qualité 

supérieure à celles d’Astbury et Bell. Il faudra attendre le début des années 50 pour voir de 

nombreuses études portant sur la structure de l’acide désoxyribonucléique provenant 

notamment de physiciens, cristallographes... Pourtant une des avancées sur la compréhension 

de la structure de l’acide désoxyribonucléique sera amenée par le chimiste Linus Pauling qui 

s’intéresse à la structure des protéines en utilisant la diffraction des rayons X et qui propose 

une forme hélicoïdale pour la chaine polypeptidique comme structure secondaire des 

protéines : l’hélice alpha (Pauling, 1951). S’appuyant sur les travaux d’Astbury et Bell, et 

faisant un parallèle avec la configuration des chaines de polypeptides (enchainement d’unités, 

même distance entre 2 unités…), il suppose que la structure de l’ADN peut être considérée 

comme une structure hélicoïdale (Pauling, 1953a). Astbury et Bell avaient également fait ce 

parallèle entre chaine polypeptidique et acide thymonucléique (Astbury, 1938a). Pauling voit 
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l’ADN comme une molécule géante, cylindrique avec une section approximativement 

circulaire d’un diamètre de 15 ± 5 Å (Pauling, 1953a). 

Sven Furberg, biologiste et cristallographe norvégien, est le premier à proposer une structure 

hélicoïdale et monocaténaire de l’ADN où les bases purines et pyrimidiques sont parallèles 

entres elles mais perpendiculaires à l’axe de l’hélice tandis que les sucres et la liaison phospho-

diester sont parallèles à l’axe. De plus les bases sont à l’intérieur de l’hélice tandis que les 

phosphates sont à l’extérieur (Furberg, 1952). Pauling se base sur l’analyse de photographies 

au rayon X de thymonucléate de sodium (l’ADN) et notamment sur celles d’Atsbury et Bell. Il 

considère que ces photographies sont de moins bonne qualité que celles d’Astbury et Bell (« … 

Our own preparations have given photographs somewhat inferior to those of Astbury and 

Bell… » Pauling, 1953a). Il propose comme modèle pour l’ADN, une structure constituée de 3 

chaines polynucléotidiques hélicoïdales entremêlées, et contrairement à Furberg, avec les 

groupes phosphates près de l’axe central et les bases nucléiques orientées vers l’extérieur 

(Pauling, 1953a, 1953b). Robert Fraser suggère, comme Pauling, une structure pour les acides 

nucléiques impliquant trois chaines hélicoïdales entremêlées mais à la différence de Pauling, 

Fraser rejoint Furberg pour la localisation des groupes phosphates à la surface de la molécule 

avec les bases dirigées vers l’axe (Fraser, 1953). Malgré ces nombreux modèles, aucun ne fait 

l’unanimité principalement dû à l’absence de données de rayons X convaincantes.  

 

De la photo 51 de Rosalind Franklin à la découverte de la double hélice de l’ADN : ou 

comment sans faire une seule expérience on décroche le prix Nobel !! 

Parallèlement à ces travaux, Maurice Wilkins et Rosalind Franklin, au King’s College à Londres, 

travaillent sur la définition spectrale par diffraction des rayons X des formes non-hydratées 

(forme A) et hydratées (forme B) de l’ADN. A partir de précipité de thymonucléate de sodium, 

Wilkins obtient des fibres uniformément orientées. Cette uniformisation d’orientation des 

fibres est importante car elle influe sur la qualité du cliché de diffraction. Ainsi Rosalind 

Franklin et Raymond Gosling, doctorants à l’époque, obtiennent des clichés de diffraction des 

formes A et B, de bien meilleure qualité, et notamment la remarquable et célèbre photo 51 

de la forme B (fig. 7 ; Franklin, 1953).  
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Ainsi toutes les pièces du puzzle sont réunies pour élucider la structure moléculaire de l‘ADN : 

1) la composition chimique de l’ADN et son agencement (bases azotées-sucre-groupements 

phosphates) ont été déterminés notamment par Levene dans les années 1920 puis confirmés 

par Astbury (Levene, 1919 ; Astbury, 1938a, b). 

 2) les clichés de diffraction de rayons X de Rosalind Franklin et Raymond Gosling (photo 51 !) 

faisant suite à ceux d’Astbury et Bell et aux travaux de Pauling sur l’hélice alpha, indiquent une 

structure hélicoïdale de deux molécules co-axiales de l’ADN, comportant une succession 

d’unités répétitives (les bases) espacées de 3,4 Å avec une période de rotation de 34 Å soit 10 

nucléotides par tour d’une hélice de 10 Å de rayon et où les groupes phosphates sont à 

l’extérieur de l’unité structurale avec les groupes sucres-bases tournés vers l’intérieur, vers 

l’axe de l’hélice, et avec le plan des bases perpendiculaire à l’axe de la molécule (Astbury, 

1938a, b; Pauling, 1953a, b; Franklin, 1953; Wilkins, 1953).  

3) « les règles de Chargaff » sur la composition en bases puriques et pyrimidiques de l’ADN 

qui est constante pour une espèce donnée mais varie d’une espèce à l’autre et qu’il y a autant 

d’adénine que de thymine et autant de cytosine que de guanine. 

Nous sommes au début de 1953 et à partir de ces pièces du puzzle, une compétition va 

s’installer notamment entre d’un côté Watson et Crick (laboratoire Cavendish à Cambridge) 
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et de l’autre Wilkins et Franklin (King’s College à Londres) pour établir un modèle permettant 

de reconstituer la structure tridimensionnelle de l’ADN.  

Tandis que Rosalind Franklin poursuit ces travaux afin d‘obtenir des données objectives, 

Watson et Crick essaient de reconstituer la structure de l’acide désoxyribonucléique en 

construisant, notamment à l’aide de formes découpées dans du carton représentant les 

quatre bases, des modèles qui proposent une structure répondant à l’ensemble des données 

cristallographiques et biochimiques disponibles. 

 Ils parviennent à la solution du problème sans avoir fait une seule expérience de diffraction 

aux rayons X et ils publient dans le numéro du 25 avril 1953 du journal Nature, sous forme 

d’un court article d’une seule page, leur modèle de double hélice représentant la structure 

moléculaire de l’ADN (fig. 8 ; Watson, 1953a). 

Ayant eu accès aux clichés et données de diffraction obtenues par Rosalind Franklin, ils 

observent une forme en X, caractéristique d’une structure hélicoïdale. Ils comprennent qu’il 

s’agit d’une double hélice. La symétrie des clichés de cristallographie leur indique que la 
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structure possède un axe d’ordre 2 et que chaque chaine va dans un sens opposé. 

Contrairement au modèle de Pauling, ils considèrent que les bases sont à l’intérieur de l’hélice 

tandis que les phosphates sont à l’extérieur, comme dans les modèles de Fraser (Fraser, 1953) 

ou de Furberg (Furberg, 1952). Pour Watson et Crick, le modèle de Pauling n’est pas 

« satisfaisant », car les clichés ont été obtenus à partir du sel de l’acide désoxyribonucléique 

ce qui signifie que les groupes hydroxydes des phosphates ont perdu leur hydrogène et qu’ils 

possèdent une charge négative. Dans le modèle de Pauling, les groupes phosphates se 

trouvant à l’intérieur, se repousseraient mutuellement. 

Mais ce qui est génial et révolutionnaire dans leur modèle, c’est la façon dont les 2 chaines se 

tiennent ensemble par les bases purines et pyrimidines. Ils ont pour cela bénéficié des 

informations fournies par le physico-chimiste Jerry Donohue sur la forme tautomérique des 

bases : la forme tautomérique la plus plausible est avec la configuration céto plutôt que enol. 

En prenant compte du diamètre de 20 Å de la molécule d’ADN, de la distance inter-atomique 

et de la forme tautomérique céto des bases, Watson, construisant des maquettes avec les 

formes céto des bases trouvent que les seules possibilités d’appariements spécifiques des 

bases sont une purine avec une pyrimidine c'est-à-dire adénine (purine) avec thymine 

(pyrimidine) et guanine (purine) avec cytosine (pyrimidine). Les 2 chaines se tiennent par les 

liaisons hydrogènes entre leurs bases complémentaires se trouvant sur chacune des 2 chaines:  

2 liaisons hydrogènes entre adénine et thymine ainsi qu’entre cytosine et guanine (c’est la 

seule erreur de leur modèle puisque qu’entre guanine et cytosine il y a 3 liaisons hydrogènes). 

Ils introduisent aussi la notion de complémentarité puisque si « … la séquence des bases sur 

une chaine est donnée alors la séquence sur l’autre chaine est automatiquement 

déterminée... ». Cette notion est confortée par les « Régles de Chargaff » qui prônent 

l’équivalence des proportions des bases : autant de purines que de pyrimidines, autant 

d’adénine que de thymine et de guanine que cytosine (Chargaff, 1950a, b, 1951, 1952).  

Ils terminent leur article en notant l’importance biologique de la structure en double hélice 

où << … l’appariement spécifique que nous avons noté suggère immédiatement un 

mécanisme possible de reproduction (réplication) pour le matériel génétique … >> (Watson, 

1953a).  En 1953, ils publient deux autres articles où ils détaillent la structure de la double 

hélice notamment les liaisons hydrogènes spécifiques entre les couples de bases 

adénine/thymine et guanine/cytosine et le rôle que doit avoir l’ADN dans une cellule (Watson, 
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1953b, c). Ils pensent que le matériel génétique doit remplir deux fonctions. Il doit se 

répliquer, se dupliquer par lui-même et exercer une influence spécifique sur la cellule. Cette 

spécificité s’exprime par la séquence précise des bases qui constitue un code qui porte 

l’information génétique (Watson, 1953a, b). A partir de l’appariement spécifique où chaque 

chaine est complémentaire de l’autre chaine, Watson et Crick suggèrent un mécanisme de 

réplication semi-conservatif du matériel génétique où avant la duplication, les ponts 

hydrogènes se cassent, les deux chaines se déroulent et se séparent, chaque chaine servant 

de modèle pour le recrutement de nucléotides libres qui peuvent se lier entre eux et former 

de nouveaux ponts hydrogènes avec leurs nucléotides complémentaires permettant de 

produire une nouvelle chaine. Après réplication, il y a deux paires de chaine où il n’y en avait 

qu’une auparavant avec une séquence des paires de bases identiques (Watson, 1953b, c). 

Ainsi, sans avoir fait une seule expérience de diffraction aux rayons X, Watson et Crick ont 

élucidé la structure de l’ADN à l’aide de raisonnements théoriques. Dans le même numéro du 

25 avril 1953 de Nature, et à la suite de l’article de Watson et Crick, sont publiées les données 

expérimentales de Maurice Wilkins (Wilkins, 1953) et de Rosalind Franklin et Raymond Gosling 

(Franklin, 1953) ayant servi à Watson et Crick pour établir leur modèle (Franklin, 1953; Victor, 

2012; Watson, 1953a; Wilkins,1953). 

En 1954, James Watson et George Gamow, un physicien russo-américain, créent un club de 

« gentlemen » scientifiques, « The RNA Tie Club » afin d’échanger des idées sur la structure 

de l’ARN et des protéines et de résoudre l’énigme du code génétique afin de comprendre 

comment l’information génétique contenue dans l’ADN est transmise aux protéines via l’ARN 

(fig. 9).  Ce club comprend 20 membres « sélectionnés », parmi lesquels figurent Francis Crick, 

Erwin Chargaff, Sydney Brenner…. Chacun des membres est désigné par le nom d’un acide 

aminé d’où seulement 20 membres plus quatre autres avec le nom d’une des bases de de 

l’ADN. Ainsi Watson est « Pro », Crick est « Tyr ». Chaque membre du « RNA Tie Club » reçoit 

une cravate noire en laine tricotée sur laquelle était dessinée une hélice d'ARN verte et jaune, 

moyennant la somme de 4$ ainsi qu’une épingle à cravate avec l’abréviation de l’acide aminé 

le désignant. Le club se réunit 2 à 3 fois par an dans une atmosphère cordiale et amicale 

permettant de nouer des liens et amitiés étroites au sein de cette élite scientifique.  En dehors 

de ces réunions, les membres correspondaient, s’adressant pré-tirages d’articles, lettres, 

suggérant de nouveaux concepts ou idées. Ce club s’avère être un terrain propice aux idées 
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créatives. La devise du club est « Do or die : or don’t try ». Parmi les membres de ce club, six 

sont « nobélisés » dont James Watson et Francis Crick (Strauss, 2019). 

En effet, en 1962, James Watson, Francis Crick ainsi que Maurice Wilkins reçoivent le prix 

Nobel de Médecine et de Physiologie pour leur découverte de la structure en double hélice 

de l’ADN. Rosalind Franklin, dont la qualité des clichés de diffraction aux rayons X de l’ADN a 

permis à Watson et Crick d’élucider la structure de l’acide désoxyribonucléique, décède en 

1958 d’un cancer, et n’est pas associée à ce prix ! 

 

Le dogme central de la biologie moléculaire. 

En 1956, dans une note personnelle portant sur une réflexion sur la synthèse protéique (Crick, 

1956), Crick émet une hypothèse sur le transfert de l’information dans la cellule qu’il intitule 

« The Central Dogma : Once information has got into a protein it can't get out again. » :  

l’information génétique part de l’ADN (les gènes) vers les protéines par le biais d’un 
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intermédiaire, l’ARN. Et cette information, une fois transmise dans une protéine, ne peut plus 

en sortir !  

En 1957 au cours d’une conférence donnée à l’University College de Londres dans le cadre 

d’un symposium intitulé « The Biological Replication of Macromolecules », Crick expose pour 

la première fois ses idées sur le transfert de l’information à l’intérieur de la cellule. Avec 

Watson, dans leur second article sur la structure de l’acide désoxyribonucléique (Watson, 

1953b), ils avaient déjà introduit ce concept « d’information génétique » portée par un code 

qui est constitué par la séquence précise des bases. Au cours de son exposé, Crick souligne 

l’existence d’un lien entre la séquence des bases des acides nucléiques et celle des acides 

aminés dans une protéine, autrement dit entre gène et protéine. Il appelle ce lien, « the flow 

of information » (Cobb, 2017). Il résume sa définition du Dogme Central par un schéma (fig 10 

A) qui ne sera jamais publié tel quel, bien que Crick l’utilise régulièrement lors de ces 

séminaires (fig. 10 B). Ce schéma illustre les transferts d’information possibles entre les trois 
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familles de polymères, ADN, ARN et protéines qui peuvent être divisées en trois groupes. Le 

premier groupe rassemble ceux pour lesquels des évidences directes ou indirectes existent :  

 - ADN --> ADN (réplication) 

 - ADN --> ARN (première étape de la synthèse de protéine) 

 - ARN --> protéine (2éme étape de la synthèse de protéine) 

 - ARN --> ARN (réplication de virus à ARN) 

Le deuxième groupe indique les transferts que Crick pense être possibles même s’il n’a pas 

d’évidence à cette époque : 

 - ARN --> ADN (structurellement possible même si pas de preuve en 1956) 

  - ADN --> protéine 

Enfin le troisième groupe que Crick considère comme impossible (manque de preuve ou 

absence de mécanisme biochimique) :  

  - protéine --> protéine 

  - protéine --> ARN 

  - protéine --> ADN. 

 Par ce groupe, Crick signifie que l’information une fois partie de l’ADN pour aller aux protéines 

via un intermédiaire, l’ARN, ne peut pas ressortir des protéines pour retourner au code 

génétique : ceci est le fondement du Dogme Central (Cobb, 2017 ; Crick, 1956). 

Crick détaillera et apportera des précisions dans son article « Central Dogma of molecular 

biology » paru dans Nature le 8 août 1970 (Crick, 1970) faisant suite à un article critique sur le 

Dogme Central, non signé, publié deux mois avant et considérant « … que le Dogme Central, 

énoncé par Crick en 1958 et qui est depuis la clef de voûte de la biologie moléculaire depuis 

lors, est susceptible de s'avérer être une simplification excessive considérable … » 

(Anonymous, Nature, 1970). Cet article fait suite à la découverte par les équipes de Howard 

Temin et David Baltimore, simultanément et indépendamment, d’une ADN polymérase 

dépendant de l’ARN dans différents types de virus tumoraux à ARN, le virus du sarcome de 

Rus et le Virus de la leucémie de la souris de Rauscher (R-MLV). Ainsi le transfert de 
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l’information de l’ARN vers l’ADN est possible : l’ARN viral infectant est transformé grâce à 

cette ADN polymérase virale en une copie d’ADN qui sert de modèle pour synthétiser l’ARN 

viral (Baltimore, 1970 ; Temin, 1970). Irrité par la publication de cet article anonyme, Crick 

défend avec insistance qu’il n’a jamais soutenu que le transfert ARN --> ADN était impossible. 

Dans son article Nature de 1970, il propose une nouvelle classification en trois groupes 

appelés transferts généraux, transferts spéciaux et transferts inconnues  

 - Transferts généraux qui ont lieu dans toutes les cellules : 

  - ADN --> ADN 

  - ADN --> ARN 

  - ARN --> protéine 

 - Transferts spéciaux « … qui n’ont pas lieu dans la plupart des cellules mais dans des 

circonstances spéciales… » : 

  - ARN --> ARN 

  - ARN --> ADN 

  - ADN --> protéine 

Les deux premiers se rapportent lors d’infection de cellules par des virus quant au dernier, 

Crick admet qu’il n’y a pas d’évidence. 

 - transferts inconnus que le Dogme Central postule qu’ils ne se produisent jamais : 

  - protéine --> protéine 

  - protéine --> ADN 

  - protéine --> ARN 

 

Ainsi les arguments de Crick sont toujours valables dans la mesure où la synthèse protéique 

dépend de la séquence d’acide nucléique et une fois que l’information génétique a intégré la 

protéine, elle ne peut pas modifier la séquence d’ADN (Cobb, 2017 ; Crick,1970).  

L’utilisation par Crick du mot « dogme » a pu porter à confusion, semer le trouble.  En effet, 

un dogme est une affirmation considérée comme fondamentale, incontestable, intangible. Un 

dogme n’est pas spéculatif. Crick en énonçant son « dogme » a proposé une relation entre les 

trois familles de polymères, ADN, ARN et protéines, basée à l’époque en 1956, sur certaines 

évidences expérimentales mais aussi sur des hypothèses et des spéculations. 
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La découverte de la structure en double hélice de l’ADN par Watson et Crick en 1953 ainsi que 

l’énoncé du dogme central de la biologie moléculaire par Crick marquent un tournant majeur 

dans l’histoire de la biologie moléculaire et sont à l’origine des avancées dans la 

compréhension de la transmission de l’information dans les systèmes vivants.  

 

Mais un certain nombre de questions demeurent sans réponse : comment l’ADN se réplique-

t-il ? Quel est ce code génétique, pressenti par Shrödinger, permettant de contenir toute 

l’information permettant l’hérédité et comment est-il décrypté pour transférer l’information 

contenue dans les gènes aux protéines ? Comment une information située dans une chaine 

très longue, l’ADN, constituée par un alphabet de 4 lettres, peut produire des chaines plus ou 

moins longues, les protéines, constituées par un alphabet de 20 lettres, les acides aminés ?  

 

La réplication. 

En 1958, Matthew Meselson et Franklin Stahl confirment l’hypothèse de Watson et Crick sur 

la réplication de l’ADN comme un processus semi-conservatif. Ils font croitre des bactéries 

dans un milieu nutritif contenant l’isotope lourd N15 de l’azote puis les bactéries sont 

transférées dans un milieu avec l’isotope naturel N14 de l’azote. Ils suivent l’incorporation des 

différentes sources d’azotes dans l’ADN puis la distribution des ADNs au cours des différentes 
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divisions. Les conclusions de leurs expériences (fig. 11) rejoignent et confirment les 

hypothèses de Watson et Crick d’un modèle de réplication semi-conservatif (Meselson, 

1958).  

 

Les ribosomes, lieu de synthèse des protéines. 

A cette période, fin des années cinquante, il est généralement admis que les acides nucléiques 

contrôlent la synthèse des protéines et plus spécifiquement que l’ordre des acides aminés 

dans une chaine polypeptidique est déterminé par l’ordre des nucléotides de l’acide 

nucléique. Crick est convaincu que la synthèse protéique n‘implique pas directement l’ADN 

mais requiert l’ARN et qu’elle a lieu dans le cytoplasme. La notion que l’ARN est impliqué dans 

la synthèse des protéines remonte aux expériences pionnières de Brachet et Caspersson dans 

les années 40 qui ont montré que l’ARN est principalement dans le cytoplasme des cellules où 

la synthèse protéique a lieu et que dans les cellules synthétisant activement des protéines les 

niveaux d’ARN augmentent (Boivin, 1947 ; Cobb, 2015 ; Watson, 1963).  En 1955, Brachet et 

d’autres constatent que des cellules sans noyau continuent à produire des protéines pendant 

plusieurs jours en absence d’ADN (Brachet, 1955). Claude puis Brachet montrent que l’acide 

ribonucléique rentre dans la composition de granules cytoplasmiques, les microsomes, qui 

représentent le lieu de la synthèse des protéines (Boivin, 1947 ; Claude, 1943). En 1958, lors 

d’un symposium de la société de Biophysique, le nom de ribosome est suggéré pour remplacer 

microsome, particule microsomale ou encore particule ribonucléoprotéique (Genuth, 2018). 

Zamecnik, utilisant des acides aminés radioactifs, affirment que ces particules 

ribonucléoprotéiques cytoplasmiques sont le site d’incorporation initiale des acides aminés 

libres dans les protéines et cette incorporation dans les ribosomes est une étape irréversible 

dans la synthèse protéique qui a lieu dans le cytoplasme sans intervention directe de l’ADN 

localisé dans le noyau (Littlefield, 1955). De nombreux travaux ont permis de déterminer la 

structure des ribosomes qui sont constitués de 2 sous unités, une grande et une petite : 30S 

et 50S pour les bactéries et 40S et 60S pour les mammifères. Ces unités sont constituées 

d’ARN, les ARNs ribosomiques, qui ne sont pas sensibles à l’action des ribonucléases car 

protégés dans les ribosomes, ainsi que de très nombreuses protéines n’ayant qu’un rôle 

structural (à l’époque plus d’une vingtaine avait été dénombrées à la suite d’électrophorèse 

sur starch-gel) pour constituer un complexe ribonucléoprotéique. Ces ribosomes ont la même 
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composition en sous-unités quel que soit la source cellulaire (Watson, 1963). En 1958, Crick 

propose un modèle de la circulation de l’information génétique qui est connu comme 

l’hypothèse « un gène – un ribosome – une protéine » où chaque ribosome porte l’information 

génétique pour coder une seule protéine. Ce modèle suggère que la cellule contient des 

milliers de ribosomes différents, chacun étant affecté à la production d’une seule protéine 

(Genuth, 2018). L’ARN présent dans le ribosome serait l’image cytoplasmique de l’ADN dans 

le noyau. 

 

Le début de l’in vitro : les premiers systèmes acellulaires. 

Parallèlement à ces travaux et pour pouvoir étudier le processus de synthèse protéique, Paul 

Zamecnik met au point un système in vitro de synthèse des protéines « sans-cellule » à partir 

d’extraits d’une bactérie du colon, Escherichia coli contenant ADN, ARN messagers, 

ribosomes, enzymes ... et complétés par une source d’énergie, principalement de l’ATP. Ce 

système permet d’incorporer rapidement des acides aminés dans une protéine et cette 

incorporation peut être suivie par l’utilisation d’acides aminés radioactifs (principalement du 

carbone 14).  Grâce à ce système acellulaire, Paul Zamecnik montre que la synthèse de 

protéine est possible en dehors de toute cellule. Bien que ce système ne soit capable de 

traduire que de l’ARNm endogène, il fournit de nouvelles approches pour étudier les 

mécanismes moléculaires de synthèse des protéines (Hoagland, 1958; Lamborg, 1960 ; 

Littlefield, 1955 ; Matthaei, 1961, Nirenberg, 1963). 

 

Découverte des ARNs de transfert. 

Tissières, utilisant ce système mis au point par Zamecnik, montre que l’incorporation des 

acides aminés, donc la synthèse protéique, s’effectue au niveau des ribosomes 70S (Tissières, 

1960). Zamecnik et ses collaborateurs cherchent à comprendre comment l’information 

contenue dans l’ARN est décryptée par les acides aminés pour former les protéines. Ils 

découvrent un peu par accident que les acides aminés sont accrochés à l’ARN avant qu’ils ne 

soient liés ensemble pour former une protéine. A leur surprise, l’ARN qui lie les acides aminés 

ne fait pas partie de la machinerie ribosomale mais il est localisé dans la fraction soluble du 

cytoplasme et consiste en de relatives petites molécules qu’ils appellent ARNs solubles et sont 
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nommés quelques temps plus tard ARN de transfert (ARNt). Chaque acide aminé possède son 

propre ARNt qui lui est spécifique. Ces composés amino-acyl-ARNs de transferts servent 

d'intermédiaires pour la formation de liaisons peptidiques au niveau des ribosomes. Ces ARNs 

de transfert peuvent être isolés et purifiés. S’ils sont incubés avec des ribosomes, les acides 

aminés se séparent des ARNs de transferts au niveau des ribosomes pour se lier, aux autres 

acides aminés et former une nouvelle protéine. Hoagland et Zamecnik font deux importantes 

découvertes sur la formation de ces amino-acyl-ARNs de transferts : 1) tout d’abord l’acide 

aminé doit être initialement activé en présence d’adénosine triphosphate (ATP) pour former 

un complexe à haute énergie constitué par l’acide aminé et l’adénosine monophosphate 

(AMP), 2) l’acide aminé activé est transféré sur son ARN de transfert où il se fixe à une de ses 

extrémités (fig. 12). Berg et d’autres ont montré que c’est la même enzyme qui active l’acide 

aminé et catalyse la réaction de transfert sur l’ARN. Il y a 20 enzymes différentes, chacune 

spécifique pour un acide aminé donné. L’enzyme impliquée dans cette réaction sera identifiée 

comme l’amino-acyl-ARNt synthétase (Berg, 1958 ; Hoagland, 1957, 1958, 1959).  

 

En 1962, François Chapeville et ses collègues ont établi l’importance biologique d’une amino-

acylation précise de l’ARN de transfert pour une traduction correcte du code génétique c'est-

à-dire qu’une amino-acylation incorrecte d’un ARN de transfert entrainerait l’incorporation 

erronée d’un acide aminé dans une protéine avec les conséquences que l’on peut imaginer. 
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En effet, François Chapeville et ses collègues ont montré que les propriétés de codage de l’ARN 

de transfert ne sont pas déterminées par l’acide aminé qu’il porte mais par l’interaction de 

l’ARNt-amino-acylé avec l’ARN messager.  A partir d’ARN de transfert de cystéine purifié, la 

cystéine est convertie en alanine par une réduction de son groupement thiol par le nickel de 

Raney. Ainsi cet ARNt modifié porte l’alanine mais avec une propriété de codage 

caractéristique de la cystéine. Chapeville & al utilisent un polymère poly-UG qui porte le code 

pour la cystéine et non celui de l’alanine et ils constatent l’incorporation de l’alanine.  Ainsi, la 

matrice poly-UG reconnait la spécificité de l’ARN de transfert plutôt que celle de l’acide aminé. 

La cystéine fixée à son ARN de transfert peut être modifiée en un autre acide aminé mais les 

propriétés de codage demeurent inchangées (Chapeville, 1962 ; Geigé, 2006). 

 

Première séquence nucléotidique. 

En raison du rôle important des ARNs de transfert dans la synthèse protéique et des questions 

concernant les mécanismes par lesquels les acides nucléiques transfèrent l’information, 

Holley et ses collaborateurs ont entrepris de déterminer la structure des ARNs de transfert. 

Pour purifier les ARNs de transfert, ils utilisent une technique de fractionnement à contre-

courant qui est basée sur le fait que des molécules similaires de structure différente 

présentant des solubilités légèrement différentes peuvent se répartir entre deux liquides non 

miscibles. Cette technique du contre-courant peut être mécanisée de façon à ce que le 

mélange de molécules est divisé des centaines ou des milliers de fois, tandis que les solvants 

non miscibles s'écoulent les uns après les autres l'un l'autre dans un schéma à contre-courant. 

Par cette technique, il était relativement facile de séparer les différents ARNs de transfert, 

cependant cela engendre une instabilité des ARNs due à la contamination par des nucléases. 

Après avoir adapté et amélioré cette technique, ils ont purifié trois ARNs de transfert 

spécifiques pour l’alanine, la valine et la tyrosine (Apgar, 1962 ; Holley, 1966). Les analyses des 

digestions de ces ARNs de transfert par la ribonucléase pancréatique ont indiqué que ces trois 

ARNs de transfert pour l’alanine, la valine et la tyrosine ont des structures sensiblement 

différentes que ce soit au niveau de la composition en nucléotides ou du profil de digestion 

obtenu par chromatographie (Holley, 1961). Ils ont déterminé la séquence nucléotidique de 

l’ARN de transfert de l’alanine par l’analyse des fragments obtenus par la digestion complète 

de l’ARN avec deux ribonucléases. La première ribonucléase est une ribonucléase 
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pancréatique qui coupent après les nucléotides pyrimidiques qui sont la cytosine et l’uracile. 

La seconde est la ribonucléase takadiastase T1 qui clive après une guanine. La combinaison 

des résultats obtenus après digestion par ces deux ribonucléases ont permis de fournir 

suffisamment d’information pour établir la séquence nucléotidique complète de l’ARN de 

transfert de l’alanine. Ainsi en 1965, Robert Holley et ces collaborateurs déterminent pour la 

première fois la structure chimique d’un acide nucléique : après 7 ans de travail, ils obtiennent 

la première séquence nucléotidique de l’ARN de transfert de l’alanine qui consiste en une 

seule chaine d’ARN composée de 77 nucléotides dont 9 nucléotides non usuels (Holley, 1965a, 

b, c, 1966).  Quel travail et quelle persévérance !!!! Dans son article de 1966 dans Scientific 

American, Holley propose différents modèles représentant comment la chaine linéaire de la 

molécule de l’ARN de transfert pour l’alanine peut être repliée. Un des modèles proposés en 

forme de feuille de trèfle ressemble à l’organisation de la structure 2D de l’ARN de transfert 

que l’on représente maintenant (fig. 13) (Holley, 1966). 
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Dès 1955, suite à une discussion avec Sydney Brenner, Crick dans une note adressée aux 

membres du « RNA Tie Club » et jamais publiée, avait formulé « the adaptator hypothesis » 

où il prédit l’existence de molécules adaptatrices et d’enzymes pour chacun des vingt acides 

aminés: les acides aminés n’interagissent pas directement avec l’ARN mais avec des petites 

molécules adaptatrices spécifiques, l’ARN soluble ou ARN de transfert, à l’aide d’enzymes 

spécifiques et cette combinaison acide aminé/ARN soluble serait capable d'interagir 

sélectivement avec les surfaces de liaison hydrogène fournies par les bases puriques et 

pyrimidiques de l'ARN. Il suggère qu’il y aurait vingt adaptateurs différents, un spécifique pour 

chaque acide aminé ainsi que vingt enzymes spécifiques pour assembler l’acide aminé à son 

adaptateur (Crick, 1955).  

 

Découverte des ARNs messagers : comment l’information génétique circule de l’ADN aux 

protéines et les premiers principes de la régulation génétique. 

En ce début des années 1960, de nombreuses preuves expérimentales suggèrent que 

l’information génétique nécessaire pour la structure des protéines est codée par l’acide 

désoxyribonucléique qui se trouve dans le noyau alors que la synthèse des protéines se 

déroule dans le cytoplasme au niveau de particules nucléoprotéiques, les ribosomes.  

L’information génétique étant porté par l’ADN dans le noyau et les protéines n’étant pas 

synthétisées directement sur l’ADN mais dans le cytoplasme, l’existence d’un support de 

l’information intermédiaire est nécessaire (Brenner, 1961). A cette époque le rôle de cet 

intermédiaire est dévolu à l’ARN contenu dans le ribosome comme le stipule l’Hypothèse de 

Crick « un gène – un ribosome – une protéine ». Cependant très rapidement cette hypothèse 

est tombée en désuétude lorsque des caractérisations biochimiques du ribosome ont révélé 

qu’il n’y avait pas de différences majeures de taille dans les ARN ribosomaux (Crick, 1959; 

Genuth, 2018).  

Les premières expériences suggérant un ARN intermédiaire dans la synthèse protéique 

proviennent de Volkin et Astrachan qui ont utilisé un système basé sur l’infection de bactéries 

par des phages, en l’occurrence la bactérie Escherichia coli infectée par des bactériophages 

T2. Seymour Cohen et d’autres avaient précédemment montré que lors de l’infection de la 

bactérie Escherichia coli par un phage T2, la synthèse des protéines de la bactérie est arrêtée 
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au profit de la synthèse des protéines du phage. Après infection, les protéines néo-

synthétisées sont déterminées génétiquement par l’ADN du phage, un grand nombre de 

nouvelles activités enzymatiques apparaissent et jusqu’à 60% de la synthèse protéique peut 

être imputable pour les protéines de la tête du phage. Ce système d’infection par un phage 

est un modèle idéal pour observer la synthèse de nouvelles protéines suite à l’introduction 

d’ADN de phage et également l’apparition d’ARN phage spécifique (Cohen, 1949; Brenner, 

1961; Gros, 1961). En utilisant l’incorporation d’isotope radioactif, notamment le P32, Volkin 

et Astrachan ont montré qu’après l’infection par le bactériophage une fraction mineure de 

l’ARN a un turn-over rapide et cette fraction d’ARN a une composition nucléotidique qui 

correspond à celle de l’ADN du phage et est sensiblement différente de celle de l’ADN de la 

bactérie. Volkin et Astrachan donnèrent le nom de « DNA-like RNA » à l’ARN composant cette 

fraction mineure (Volkin, 1956, 1958, 2001). Il était clair que cette fraction d’ARN était 

directement associée à la synthèse protéique mais Volkin et Astrachan n’ont pas été capables 

de déterminer le mécanisme de cette association (Volkin, 2001). Cet « ADN-like ARN » mis en 

évidence par ces 2 chercheurs est un candidat sérieux pour jouer le rôle d’intermédiaire dans 

la transmission de l’information entre l’ADN et les protéines. 

A l’Institut Pasteur, Jacques Monod, François Jacob et François Gros essayent d’appréhender 

comment s’effectue la lecture du message génétique et plus particulièrement la régulation de 

l’expression génétique en étudiant comment une bactérie dans un milieu de culture va utiliser 

préférentiellement un sucre plutôt qu’un autre. Ils mettent en évidence un mécanisme 

d’adaptation montrant qu’en fonction des conditions de culture, des gènes peuvent être 

activés ou réprimés. Jacques Monod et François Jacob étudient l’activité du gène contrôlant 

la synthèse d’une enzyme, la -galactosidase qui métabolise le lactose en glucose et galactose. 

En absence de lactose ou en présence de glucose, la synthèse de cette enzyme est inhibée. Ils 

introduisent le concept d’opéron ainsi que la notion de « gènes structuraux » codant pour des 

protéines effectrices et de « gènes régulateurs » synthétisant des répresseurs ou activateurs 

de l’activité des gènes structuraux. Pour Monod et Jacob, le gène de la -galactosidase fait 

partie d’un groupe de gènes dont l’activité transcriptionnelle de plusieurs de ces gènes 

structuraux est initiée à un seul point d’initiation du DNA et est coordonnée par un simple 

« opérateur ». Ces gènes dont l’activité est ainsi coordonnée forme un « opéron » (Jacob, 

1961a, b). Leurs travaux les ont conduits à la conclusion que l’expression des gènes codant 
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pour ces protéines est contrôlée par des protéines régulatrices dont l’activité dépend de la 

présence du sucre (fig. 14). Jacob et Monod s’interrogent comment l’information contenue 

dans les gènes circule jusqu’aux ribosomes, lieu de synthèse des protéines. Ils émettent 

l’hypothèse que la transmission de cette information soit effectuée par un intermédiaire, un 

ARN copie de la séquence d’ADN du gène, qu’ils qualifient de messager (Actualité, Institut 

Pasteur, 2021). Peu de temps après, en 1961, cet intermédiaire est mis en évidence 

conjointement par 2 groupes de chercheurs, comprenant notamment les pasteuriens François 

Jacob et François Gros en séjour aux Etats Unis dans les laboratoires respectifs de Matthew 

Meselson et James Watson et qui publièrent, à la suite dans Nature, la nature exacte de cet 

intermédiaire : l’ARN messager (ARNm) (Brenner, 1961 ; Gros, 1961). Ayant connaissance des 

travaux de Volkin et Astrachan (Volkin, 1956, 1958), ces 2 laboratoires entreprennent la 

détection de cet intermédiaire messager par des incorporations très courtes de phosphore 

radioactif, le P32, suivies par des ultracentrifugations contre un gradient linéaire de saccharose 

permettant d’analyser la distribution des fractions d’ARN. Le laboratoire de Meselson effectue 

leurs expériences sur des bactéries infectées par un phage tandis que celui de Watson sur des 

bactéries non-infectées. Ils excluent les ARNs ribosomiques comme intermédiaire. Ce sont des 

ARNs qui sont très stables et qui sont d’une remarquable homogénéité que ce soit en taille ou 

en composition nucléotidique ce qui ne reflète ni la variété de taille des chaines 

polypeptidiques ni la variation dans la composition nucléotidique observée dans les ADNs de 
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différentes espèces de bactéries. L’ARN ribosomique et l’ARN de transfert représente 95% des 

ARNs d’Escherichia coli (respectivement 80-85% et 10-15%). Ainsi l’ARN messager ne 

représenterait que quelques pourcentages. Si l’ARN messager a un turn-over rapide, comme 

le suggère les expériences originales d’Hershey, alors une grande part de la fraction d’ARN 

néo-synthétisé doit être le messager et en regardant la synthèse d’ARN durant un temps très 

court alors la plupart de l'ARN nouvellement synthétisé devra être le messager même si cette 

fraction ne représente que quelques pourcents. 

 Les deux laboratoires arrivent aux mêmes conclusions : ils ont mis en évidence un ARN 

messager à courte durée de vie qui se fixe sur les ribosomes des bactéries infectées ou pas. 

Cet ARN messager est physiquement distinct des ARNs ribosomiques ou de transfert. Les ARNs 

messagers de bactéries non-infectées se comportent comme les ARNs spécifiques de phage 

après une infection, que ce soit au niveau des constantes de sédimentation ou de leur liaison 

aux ribosomes à des fortes concentrations de magnésium. Ces ARNs néo-synthétisés sont 

localisés dans les ribosomes existants et sont hétérogènes en taille. De plus, dans les bactéries 

infectées par des phages, les ARN messagers ont une composition nucléotidique qui 

correspond à celle de l’ADN de phage et seraient une simple copie de gène.  

Ainsi ces deux laboratoires séparés par quelques milliers de kilomètres, l’un sur la côte est et 

l’autre sur la côte ouest des Etats Unis, réalisèrent, sans se concerter, des expériences très 

similaires qui aboutirent aux mêmes conclusions sur le transfert de l’information génétique : 

l’ARN messager est bien l’intermédiaire entre le gène et la protéine. L’ARN ribosomal n’est 

pas l’intermédiaire qui porte l‘information du gène à la protéine et les ribosomes sont des 

structures non spécialisées qui reçoivent l’information génétique à partir du gène sous la 

forme d’un intermédiaire instable, l’ARN messager. Il existe autant de types d’ARNs messagers 

qu’il existe de types de gènes et de protéines distinctes (Brenner, 1961 ; Gros, 1961). 

Les découvertes de Jacques Monod et François Jacob associés à André Lwoff sur le contrôle 

génétique de la synthèse des enzymes et des virus leur valurent, en 1965, l’attribution du prix 

Nobel de physiologie ou de médecine. Les trois chercheurs de l’Institut Pasteur ont ainsi 

découvert que nos gènes ne sont pas exprimés de manière constante au fil du temps, mais 

qu’ils sont régulés – c’est-à-dire activés ou réprimés – très finement, pour répondre aux 

besoins de notre organisme. Les travaux de ces trois pasteuriens ont abouti à des découvertes 
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fondatrices pour la biologie moléculaire moderne et ont ouvert la voie aux études sur le 

contrôle de l’expression des gènes. 

 

La problématique du codage de l’information génétique. 

Le problème du codage dans les systèmes biologiques pour transmettre l’information 

génétique contenue dans les gènes jusqu’aux protéines peut être abordé sous deux aspects : 

1) le mécanisme par lequel l’information contenue dans le matériel génétique, c’est à dire les 

gènes, est lue et traduite pour produire une protéine fonctionnelle, 2) la correspondance 

entre l’information contenue dans l’ADN sous forme d’une longue chaine de nucléotides et 

une information sous forme de chaine plus ou moins longue d’acides aminés formant les 

protéines ou comment un alphabet de 4 lettres peut être traduit en un alphabet de 20 lettres : 

décrypter le code génétique.   

Au début des années 1960, par rapport à ce premier aspect, un certain nombre de 

découvertes, d’avancées technologiques permettent d’appréhender les mécanismes de 

transfert de l’information des gènes aux protéines : que ce soit le développement de système 

de synthèse protéique acellulaire et d’ARN pouvant expérimenter les prédictions théoriques, 

le mécanisme de réplication, de transcription (découverte des ARN messagers, de divers 

enzymes, …) de traduction (découverte des ARNs de transfert, des ribosomes,  …), les premiers 

pas sur la compréhension de la régulation de l‘expression des gènes … En ce qui concerne le 

deuxième aspect, le décryptage du code génétique, de nombreux travaux basés uniquement 

sur une réflexion théorique ont été menés, dans les années précédentes, pour répondre à un 

certain nombre de questions afin de définir la nature du code génétique : combien de 

nucléotides déterminent un acide aminé ? comment le langage de l’ADN écrit dans une 

séquence de quatre nucléotides peut être traduit en un langage de protéine avec vingt 

acides aminés ? Le code est-il chevauchant ou non ? A la suite de ces réflexions menées 

notamment par Brenner et Crick, le consensus consistait en un code qui est défini par 20 

triplets, chaque triplet codant pour un acide aminé, dans un mode non-chevauchant. En 1960, 

ces triplets ont été nommés codon par Brenner (Brenner, 1957 ; Crick, 1957 ; Szymanski, 

2017). 
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Overlapping, or not overlapping, that is the question. 

L’évidence expérimentale de la nature non-chevauchante du code génétique est fournie en 

1960 par des expérimentations sur le virus de la mosaïque du tabac (TMV), virus à ARN simple 

brin, par les groupes de Wittmann et Fraenkel-Conrat. Wittmann traite l’ARN du virus de la 

mosaïque du tabac (TMV-RNA) par l’acide nitreux qui convertit certaines bases en d’autres, 

par exemple l’uracile en cytosine afin d’obtenir des mutations dans l’ARN du virus et 

d’observer les conséquences sur la séquence protéique. Il constate qu’une simple mutation 

dans le TMV-RNA entraine la substitution d’un seul acide aminé dans la séquence de la 

protéine virale. Les travaux de Wittmann et Fraenkel-Conrat permettent d’affirmer que le 

code n’est pas chevauchant car en effet si le code était chevauchant, la mutation d’un seul 

nucléotide aurait entrainé la substitution de deux ou trois acides aminés (Tsugita, 1960 ; 

Wittmann, 1960 ; Crick, 1961). 

 

Premières réponses aux questions sur le code génétique … 

En 1961, Crick rapporte des expériences de génétique sur la région r  du bactériophage T4. Il 

traite ce phage avec l’acridine qui possède des propriétés d’intercalation au niveau des 

molécules d’ADN et qui en s’incorporant dans l’ADN du phage T4 ajoute ou supprime une ou 

plusieurs bases. La région r  possède 2 gènes adjacents A et B. Ce phage croit sur des bactéries 

Escherichia coli (E. coli) B ou K12 mais la perte de fonction d’un des gènes empêche ce phage 

de pousser sur E. coli K12. L’analyse de ces expériences de recombinaison de divers mutants 

de ce phage, notamment de triples mutants poussant sur E. coli K12 et associée à d’autres 

travaux de scientifiques, suggère à Crick que le code génétique pourrait avoir les 

caractéristiques suivantes. 1) un groupe de 3 bases code pour un acide aminé, 2) se basant sur 

les travaux de Wittmann et Fraenkel-Conrat le code n’est pas de type chevauchant. 3) la 

séquence des bases est lue à partir d’un point de départ fixe. Si ce point de départ est déplacé 

d’une base, alors la lecture des triplets est décalée et devient incorrecte, 4) le code est 

dégénéré c'est-à-dire qu’il y a plus d’un triplet qui code pour un acide aminé. 

 

 



43 
 

Le casse du siècle : le craquage du code génétique. 

Heinrich Matthaei et Marshall Nirenberg s’intéressent à la synthèse protéique et notamment 

au rôle de l’ARN messager en utilisant un système acellulaire mis au point par Paul Zamecnik 

(Lamborg, 1960). Se basant notamment sur les travaux de Zamecnik et ceux de Tissières 

(Tissières, 1961), Nirenberg et Matthaei traitent leurs extraits acellulaires par une 

désoxyribonucléase (DNase), enzyme qui dégrade spécifiquement l’ADN, et constatent que la 

synthèse protéique n’est pas inhibée immédiatement mais une fois que tout l’ARN messager 

est déplété. Mais avec un tel système acellulaire, de très faible quantité de protéines sont 

produites à partir de l’ARN endogène. L’ajout d’ARN messager permet de stimuler la synthèse 

protéique. Pour contrecarrer ces problèmes, ils décident de préparer un ARN synthétique 

contenant seulement de l’uracile en utilisant une enzyme, la polynucléotide phosphorylase, 

découverte en 1955 par Marianne Grunberg-Manago dans le laboratoire de Severo Ochoa, 

qui permet de synthétiser des polymères en absence de matrice d’ADN (Grunberg-Manago, 

1955). Elle permet de lier des bases entre elles. Un polynucléotide contenant seulement de 

l’uracile, l’acide polyuridinique ou poly-U, est obtenu et ajouté à leur système acellulaire en 

présence d’un mélange de 20 acides aminés dont un acide aminé est marqué avec du carbone 

14. Ils obtiennent un polymère composé uniquement de phénylalanine. Leurs résultats 

indiquent qu’un polynucléotide constitué que d’uracile contient toute l’information 

nécessaire pour la synthèse d’une protéine contenant uniquement l’acide aminé 

phénylalanine. Ce résultat leur fournit la preuve que le code pour la phénylalanine est une 

séquence composée uniquement d’uracile. Ainsi, un ou plusieurs nucléotides d’uracile code 

pour la phénylalanine. Le polynucléotide poly-U fonctionne comme un ARN messager. 

C’est le premier craquage du code génétique ! 

Matthaei et Nirenberg confirment leur découverte avec l’utilisation d’un polynucléotide 

constitué uniquement de cytosine qui code pour un polymère composé uniquement de 

proline. Le code pour la proline est constitué d’une ou plusieurs cytosines. C’est le début du 

déchiffrage du code génétique. Nous sommes en 1961 (Nirenberg, 1961a, b, 1963)! Ainsi ce 

système acellulaire capable de synthétiser une protéine à partir de préparation d’ARN 

synthétique fournit un moyen simple pour décrypter l’ensemble du code génétique.  
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La table du code génétique : depuis 1965 on utilise toujours la même. 

La plupart des codons du code génétique ont été identifiés par les groupes de Nirenberg et de 

Khorana, utilisant un système de synthèse protéique acellulaire mais chacun développant sa 

propre approche. Nirenberg a développé une technique de liaison aux ribosomes qui consiste 

en l’utilisation d’ARN trinucléotidiques synthétiques qui sont capables de se lier aux ribosomes 

et qui jouent le rôle de codon pour permettre la liaison de l’ARN de transfert spécifique 

marqué par un acide aminé radioactivement. Après fixation de l’ARN de transfert, l’acide 

aminé radioactif reste fixé aux ribosomes. L’ensemble est déposé sur un filtre puis lavé pour 

éliminer les ARN de transfert non fixés et finalement la radioactivité est déterminée. Dans 

l’article de Nirenberg, publié dans American Scientific en 1963, une séquence de 

photographies illustre cette technique (fig. 15) (Nirenberg, 1963, 1964). Ainsi Nirenberg a pu 
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identifier, entre autres, les codons pour la phénylalanine, la lysine et la proline. De plus, il a 

remarqué que les triplets phosphorylés en 5’ sont plus actifs comme échantillon que ceux sans 

phosphate en 5’ (Nirenberg, 1964). Nirenberg a effectué les mêmes expériences avec des 

ARNs dinucléotidiques mais il constate que seuls les trinucléotides, et non les dinucléotides, 

dirigent spécifiquement la liaison aux ribosomes des ARNs de transfert. Cette observation 

fournit une preuve expérimentale directe que le code pour un acide aminé est un triplet, 

confortant les hypothèses et déductions de travaux précédents notamment ceux de Crick 

(Crick, 1961 ; Nirenberg, 1964). 

Parallèlement, Khorana a développé une méthode basée sur l’utilisation de polynucléotides 

synthétiques contenant des répétitions de séquence de di ou tri –nucléotides qu’il utilise 

comme ARN messager dans un système d’incorporation d’acide aminé acellulaire. L’utilisation 

de séquence ApApGp répétée dirige la synthèse d’homopolypeptides de lysine, acide 

glutamique et d’arginine. L’utilisation de polynucléotides, polyUC, polyUG, polyAC, polyAG 

permet la synthèse, respectivement, de copolypeptides de sérine et de leucine, de valine et 

de cystéine, de thréonine et d’histidine et d’arginine et d’acide glutamique. Combinant son 

approche et celle de Nirenberg, Khorana présente, dans son article de 1965 publié dans PNAS, 

la première table du code génétique (fig. 16). La méthode de présentation des séquences du 

code génétique a été imaginée par Crick qui autorisa Khorana à la publier. C’est d’ailleurs 
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toujours cette représentation que l’on utilise encore aujourd’hui, (Söll, 1965). La table du code 

génétique est juste et presque complète, manque essentiellement les 3 codons stop. La même 

année, en 1965, Brenner identifie les codons UAA et UAG comme des codons non-sens servant 

de signaux de terminaison de la traduction (Brenner, 1965). Le dernier codon à être identifié 

sera le troisième codon stop, UGA, deux plus tard, toujours par Brenner (Brenner, 1967). En 

1966, Thach et ces collaborateurs identifient le codon AUG comme le codon initiateur de la 

synthèse polypeptidique qui s’effectue en direction de la partie 3’ (Thach, 1966). 

En 1968, pour « l’interprétation du code génétique et ses fonctions dans la synthèse 

protéique », Nirenberg et Khorana ont reçu le prix Nobel de médecine ou de physiologie. Ils 

partagèrent ce prix avec Robert Holley pour son travail sur les ARNs de transfert. 

 

En 15 ans, que d’avancée … 

En 1952, à la suite des travaux d’Hershey et de Chase, confirmant ceux de d’Avery, MacLeod 

et McCarthy, l’ADN est considéré comme étant le support de l’hérédité. L’année suivante en 

1953, la structure moléculaire de l’ADN est élucidée et le 25 avril 1953, Watson et Crick 

publient leur modèle de la double hélice de l’ADN. Bien que cette découverte fît sensation, les 

mécanismes mis en œuvre pour permettre la synthèse protéique à partir de l’information 

contenue dans l’ADN ne sont pas élucidés. Une boite noire demeure entre l’ADN et les 

protéines. 

 

 

En quinze ans, depuis la découverte de la double hélice, de nombreuses réponses ont été 

apportées sur la compréhension des mécanismes fondamentaux dans la transmission de 

l’information génétique depuis l’ADN en passant par l’ARN et jusqu’à la synthèse des 

protéines. Les premières notions sur la régulation génique ont également été énoncées. Ainsi 

au cours de ces 15 années, on a pu comprendre la nature chimique du matériel génétique et 

comment sa structure moléculaire peut contenir des instructions codées qui peuvent être 
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"lues" par la machinerie de la cellule responsable de la synthèse des protéines. Ces avancées 

ont permis de percer cette boite noire où la lumière de la connaissance a pu pénétrer mettant 

en évidence l’avancées des connaissances. En 1966, Crick publie un article dans Scientific 

American où il dresse un état de l’art sur le transfert de l’information génétique et dans lequel 

il considère que “The story of the genetic code is now essentially complete. One can trace 

the transmission of the coded message from its original site in the genetic material to the 

finished protein molecule.” (Crick, 1966). Ainsi en cette fin des années soixante, les principaux 

principes fondamentaux ont été découverts qui peuvent être schématiquement résumés par 

le fameux “Dogme Central” émis par Crick.  

 

Si on veut les énumérer rapidement, façon catalogue : 

 • réplication de l’ADN. 

 • découverte des différents ARNs : ARN messager, ARN de transfert et ARN 

ribosomiques ainsi que de leurs rôles respectifs. 

 • décryptage du code génétique où comment un alphabet composé de quatre 

nucléotides peut être traduit en un alphabet de 20 acides aminés à partir de l’ARNm qui est 

lu par groupe de 3 nucléotides, ou codons, et de manière non chevauchante, constituant 

soixante-quatre codons différents.  

 • tableau du code génétique complet avec les trois codons stop plus le codon 

d’initiation ATG où la formulation de présentation du tableau imaginée par Crick est toujours 

celle que l’on utilise aujourd’hui. 

 • synthèse des protéines au niveau des ribosomes où s’effectue la lecture de l’ARN 

messager : pour chaque codon correspond un acide aminé qui, transporté par son ARN de 

transfert spécifique, est ajouté au suivant sur la chaine polypeptidique naissante. L’ARNt 

reconnait son codon spécifique grâce à sa séquence complémentaire ou anti-codon, dans une 

direction anti-parallèle. 

 • convention d’écriture que ce soit au niveau des acides nucléiques où la séquence se 

lit de gauche à droite en commençant le groupe phosphate en 5’et se terminant par un 
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groupement hydroxyde -OH en 3’ ou au niveau protéique où la séquence commence à gauche 

par la partie N-terminal avec son groupement amine -NH2 et se termine par la partie C-

terminal et son groupement carboxylique COOH. 

 • découverte de très nombreuses enzymes impliquées dans ces processus, comme 

l’amino-acyl-ARNt synthétase, la polynucléotide phosphorylase, l’ADN polymérase I, l’ARN 

polymérase … 

 

Evidemment beaucoup de choses restent à découvrir ou à approfondir mais en ces 15 années 

depuis la publication de la double hélice de l’ADN, des avancées considérables ont été faites 

dans la transmission de l’information génétique et ont été les bases des découvertes 

ultérieures. 

 

Les années soixante-dix vont voir émerger à partir de travaux recherche fondamentale de très 

nombreux outils qui permettront d’ouvrir de nouveaux horizons.  

Dans les années soixante, de nombreux laboratoires travaillent sur la caractérisation du 

phénomène de restriction. Une population de bactériophages qui se développe sur une 

population bactérienne donnée, dite A, est en général incapable de se développer sur une 

population bactérienne d’une espèce voisine, dite B. On dit qu’il y a restriction de la croissance 

du bactériophage sur l’hôte B. En 1962, Werner Arber et son étudiante Daisy Dussoix 

découvrent que l’ADN du bactériophage lambda est dégradé après infection dans une bactérie 

qui restreint la croissance de ce bactériophage. Aber émet l’hypothèse que l’ADN étranger est 

coupé en morceaux par des enzymes qui reconnaissent des endroits spécifiques sur l’ADN. 

Une bactérie ne détruit pas son propre ADN parce que ce dernier est modifié et donc protégé 

au niveau des endroits spécifiques qui sont reconnus par son enzyme. Les travaux D’Arber et 

Dussoix posent les bases pour la découverte des enzymes de restriction, car l'hypothèse 

qu'une enzyme de la bactérie hôte coupe l'ADN du bactériophage sur des sites spécifiques, et 

que l'ADN de l'hôte est protégé par une modification chimique (méthylation) sera confirmé 

par les recherches de Urs Kuhnlein, Hamilton Smith et Daniel Nathans (Arber, 1969 ; Springer, 

1987). En 1970, Hamilton Smith purifie la première enzyme de restriction à partir de la 
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bactérie Haemophilus influenzae (Smith, 1970). En 1971, Daniel Nathans découpe l’ADN du 

virus simien 40 ou SV40. (Danna, 1971).  

En 1972, Paul Berg réalise le premier clonage en insérant dans l’ADN circulaire du virus SV40, 

un fragment d’ADN contenant des gènes du phage lambda et l’opéron galactose d’Escherichia 

coli (Jackson, 1972). 

En 1978, Werner Arber, Daniel Nathans et Hamilton O. Smith ont reçu le prix Nobel de 

physiologie/médecine pour « la découverte des enzymes de restriction et leur application aux 

problèmes de génétique moléculaire ». 

Arber a compris le phénomène biologique sous-jacent à la présence des enzymes de 

restrictions chez les bactéries, Smith a isolé la première enzyme de restriction et Nathans a 

été le premier à l’utiliser. C’est un peu comme si Arber a pensé à l’outil, Smith l’a fabriqué et 

Nathans l’a utilisé (Springer, 1987).  

Ces années soixante-dix voient l’émergence de la biologie moléculaire moderne. 

 

L’année 1977 voit l‘arrivée des techniques de séquençage de l’ADN. De manière 

concomitante, Sanger d’un côté et Maxam et Gilbert de l’autre vont proposer deux techniques 

pour séquencer les bases constituant l’ADN. Maxam et Gilbert proposent une technique de 

séquençage fondée sur une dégradation chimique sélective de l’ADN qui utilise les réactivités 

différentes des quatre bases A, T, G et C, pour réaliser des coupures sélectives (Maxam, 1977) : 

 • A>G : forte bande en A et faible en G donnera adénine. 

 • G>A : forte bande en G et faible en A donnera guanine. 

 • C : donne cytosine. 

 • C+T : si bande en C et T donne cytosine et si bande qu’en T donne Thymine. 

 

La technique de Sanger (Sanger, 1977) consiste à initier la polymérisation de l’ADN à l’aide 

d’une amorce oligonucléotide complémentaire à l’ADN à séquencer. Les quatre 

désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) sont ajoutés, ainsi qu’une faible 
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concentration de l'un des quatre didésoxyribonucléotides (ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP) 

qui agissent comme des terminateurs de chaine car une fois incorporés, ils empêchent la 

poursuite de l’élongation. La réaction est effectuée pour chaque didésoxyribonucléotide. Les 

différents fragments obtenus sont séparés par électrophorèse. La détection s’effectue en 

incorporant du souffre radioactif, le S35.  Ainsi en 1978, la séquence nucléotidique de l’ADN du 

bactériophage G4 est réalisée en utilisant la technique mise au point par Sanger. 5 577 

nucléotides sont séquencés (Godson, 1978). Au même moment Sanger et collaborateurs 

réalise le séquençage du bactériophage X174 (Sanger, 1977). 

 

Dans les années 90, la société Applied Biosystems introduit des traceurs fluorescents à la place 

des marqueurs radioactifs utilisés initialement. Chaque didésoxyribonucléotide a incorporé un 

marqueur fluorescent spécifique ce qui permet de mélanger les quatre réactions. Les 

fragments sont séparés par électrophorèse et la détection s’effectue à l’aide d’un laser (fig. 

17).  L’amélioration des techniques de séquençage a déclenché une course des génomes. Le 

génome d’Eschérichia coli qui fait plus de 4 millions de bases sera publié en 1997 tout comme 

celui de Saccharomyces cerevisiae, premier génome eucaryote unicellulaire. 
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A la fin des années quatre-vingt-dix, le projet de séquencer le premier génome d’organisme 

multicellulaire, celui de la drosophile est lancé. Ce projet est réalisé par 2 consortiums : un 

européen, l’European Drosophila Genome Project, EDGP, qui doit séquencer le chromosome 

X et un américain, le Berkeley Drosophila Genome Project, le BDGP, qui doit séquencer le 

chromosome II et III. L’EDGP regroupe une dizaine de laboratoire européen. J’ai eu la chance 

de participer à cette aventure au sein du laboratoire de David Glover à Dundee durant l’année 

1998. Le génome de la drososphile est cloné dans une banque de cosmide où chaque cosmide 

est séquencé en utilisant la technique du « shotgun » qui consiste à digérer l’ADN par une 

enzyme de restriction en fragment compris entre 1 et 2kb. Ces fragments sont clonés dans des 

phages où sont séquencés les fragments insérés. Ainsi, j’ai séquencé, modestement, 3 

cosmides soit 150kb. En dehors du côté purement séquençage, j’ai assemblé l’ensemble des 

séquences obtenues. Ainsi, au fin fond d’une banque de données de l’EMBL doivent dormir 

mes données de séquence … 

En 1998, la société Applied Biosystems a développé un séquenceur, l’ABI prism 3700, qui 

permet de séparer les fragments non pas sur gel mais sur des capillaires permettant 

d’automatiser le séquençage. L’américain Graig Venter crée la société TIGR (The Institut for 

Genome Project) en 1992. Il a comme projet de séquencer le génome humain. Pour « se faire 

la main », il décide de séquencer le génome de la drosophile. Disposant de plus de 300 

séquenceurs ABI Prism 3700, il séquence en 3 mois le génome de la drosophile qui fait 1,6 108 

bases. Il est publié le 24 mars 2000 dans Science qui est une issue spécial génome de la 

drosophile (Adams, 2000). Le consortium european, l’EDGP, publie dans cette issue une 

analyse au cours de laquelle j’ai participé, sur l’extrémité du chromosome X (Benos, 2000). 

 

Le séquençage des génomes permet l’émergence de nouvelles disciplines comme la 

protéomique et des analyses « genome wide » qui permettent d’interroger l’ensemble du 

génome. De nouveaux mots en -ique apparaissent : génomique, transcriptomique … ainsi que 

de nouvelles techniques qui interrogent l’ensemble du génome : transcriptome, RNA-seq, 

Chip-seq … La bio-informatique, balbutiante au début des années 2000, devient 

incontournable de nos jours pour permettre d’analyser la quantité d’informations que 

génèrent ces nouvelles technologies 
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Je vais m’arrêter là pour ce long avant-propos sur l’ADN. J’ai voulu raconter ma petite histoire 

de l’ADN car il a été mon compagnon de paillasse depuis de nombreuses années et à travers 

cette histoire rendre hommage à ces scientifiques qui souvent avec peu de moyens ont permis 

de faire avancer la connaissance, le savoir. Je suis toujours fasciné et admiratif de la Nature 

où à partir d’un œuf fécondé faisant quelques dixièmes de millimètre, une drosophile ou un 

humain est façonné, où dans une si petite cellule, toute l’information est contenue et 

s’exprime au bon endroit, au bon moment… 

 

Ma thèse portera sur la caractérisation de structures cytoplasmiques pseudo-

nucléaires en utilisant un système de visualisation génomique en temps réel, 

le système ANCHOR. 

 

L’introduction bibliographique sera partagée en deux chapitres : le premier 

portera sur l’organisation du génome eucaryote et le deuxième sur la 

visualisation de l’ADN : comment peut-on visualiser ce génome de façon global 

et s’affiner pour permettre la localisation de locus génomique en cellules 

vivantes ?  

 

La première partie de mes résultats porteront sur la mise en place et la validation 

du système ANCHOR chez la drosophile. L'utilisation de ce système ANCHOR m'a 

permis de révéler, lors de la transfection transitoire de plasmides dans des 

cellules S2 de drosophile, des structures pseudo-nucléaires cytoplasmiques 

constituées de plasmides. La deuxième partie de mes résultats me permettra de 

caractériser l'organisation de ces structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires 

en utilisant le système de visualisation de locus génomique, le système ANCHOR. 
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Chapitre I : Organisation du génome eucaryote. 
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Pour les organismes uni ou pluricellulaires, la cellule constitue l’unité fonctionnelle 

fondamentale de tous les organismes vivants. Chez les organismes pluricellulaires, les cellules 

interagissent entre elles de façon coordonnée afin d’assurer le développement et le 

fonctionnement des tissus/organes qui les composent. Les cellules ont été historiquement 

divisées en deux grandes familles :  

• les cellules procaryotes (comme les bactéries) pour lesquelles le matériel génétique est 

constitué d’un chromosome unique et circulaire (nucléoïde) baignant dans le cytoplasme et 

qui n’est pas séparé physiquement du matériel cytoplasmique. 

• les cellules eucaryotes dont le matériel génétique, exception faite de l’ADN mitochondrial, 

est contenu dans un noyau et isolé du cytoplasme par une membrane nucléaire.  

Dans cette partie je vais m'attacher à décrire le noyau, les différents types de chromatine, leur 

niveau de compaction, les différentes marques d’histones associées ainsi que les systèmes 

existants permettant de suivre la dynamique chromatinienne.  

 

1- Le Noyau. 

Une des caractéristiques des organismes eucaryotes est qu’ils se définissent par la présence 

d'un noyau structuré, comprenant l’ADN et responsable de la protection du génome. 

L'isolement du matériel génétique est assuré par une double bicouche lipidique séparée par 

une lumière de 40-50 nm appelée l'enveloppe ou membrane nucléaire. Bien que cette 

dernière se prolonge au sein du réticulum endoplasmique, elle sert de barrière active entre le 

cytoplasme et le noyau, en jouant un rôle fondamental dans de nombreux phénomènes 

physiologiques, comme la régulation du trafic de protéines et autres macromolécules 

(Dingwall, 1992). La régulation de ce trafic est assurée par les pores nucléaires qui permettent 

la diffusion de petites molécules et l’import/export actif de macromolécules. L’enveloppe 

nucléaire est composée de deux feuillets membranaires dits internes et externes. La 

membrane interne est en liaison étroite avec un réseau de filaments intermédiaires composé 

de différentes lamines, la lamina. Il s'agit d'un réseau protéique fibreux qui sert de point 

d’ancrage à certains éléments du noyau comme l’ADN, sous une forme compactée appelée 

chromatine, présent à la périphérie du noyau (van Steensel, 2017). La lamina nucléaire 
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représente donc un support structural pour l'enveloppe nucléaire qui permet de suivre son 

organisation. La membrane externe est en contact avec le réticulum endoplasmique (RE) 

présent dans la région périnucléaire du cytoplasme. Une partie du RE est couverte de 

ribosomes qui assemblent les acides aminés en chaînes protéiques suivant l'information 

venue du noyau. 

Au sein du noyau, des structures d’environ 1μm de diamètre, observables en microscopie 

optique à fond clair sont identifiables : les nucléoles où se produisent la synthèse, la 

maturation et l’assemblage des ribosomes (Cerqueira, 2019). Ainsi, les nucléoles sont 

principalement composés de l’agglomération de gènes codant pour les gènes ribosomaux, 

localisés sur différents chromosomes, et des molécules participant à ces processus (petites 

ribonucléoprotéines (snRNP)...). 

 

2- Les chromosomes. 

A l’intérieur du noyau, la répartition et la compaction de l’ADN, support du matériel génétique, 

ne sont pas homogènes. Elles évoluent en fonction des types cellulaires et de leur progression 

dans le cycle cellulaire. Le challenge majeur pour les cellules eucaryotes est d’intégrer dans le 

noyau qui mesure quelques microns, une molécule d’ADN pouvant mesurer jusqu’à un deux 

mètres chez l’Homme (fig. 18). La compaction de l’ADN, rendue possible par les nombreuses 

protéines qui y sont associées, permet de résoudre ce problème (Quénet, 2012).  

• Le nucléosome élément majeur de la chromatine est l’unité de base de la chromatine. Il 

assure le premier niveau de compaction de l’ADN. Il est constitué de 147 paires de bases 

d’ADN double-brin enroulé en 1,65 tours autour d’un octamère de protéines d’histones 

(Luger, 2005). Son cœur comprend 4 types d’histones : H2A, H2B, H3 et H4, organisées en un 

tétramère de H3-H4 et deux dimères de H2A-H2B (Kornberg, 1999). La chromatine contient 

une centaine de milliers de nucléosomes reliés entre eux par 20 à 80 paires de bases formant 

l’ADN internucléosomal et dont l’enchaînement donne à la fibre chromatinienne déroulée un 

aspect en collier de perles d’environ 10-11 nm de diamètre. Cette structure a été révélée dans 

les années 70, grâce à des approches de microscopie électronique (fig. 19 ; Woodcock, 1976). 
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• L’Histone H1, qui ne fait pas partie des histones nucléosomiques, permet le maintien de la 

structure nucléosomique en assurant la liaison entre le nucléosome et l’ADN 

internucléosomique (Thoma, 1979). Elle permet également le rapprochement des 

nucléosomes de proximité créant ainsi un niveau de compaction supérieur (Hergeth, 2015). 

La vision standard dépeint une organisation hiérarchique dans laquelle les nucléosomes 

disposés le long de l'ADN sous forme de « collier de perles », se replient en fibres plus 

compactes de 30 nm, qui se replient à leur tour en structures d'ordre supérieur de complexité 

croissante. L'intégralité de ce processus reste encore mal comprise et l'existence même de la 

fibre de 30nm est remise en question. En effet, de nombreuses études n'ont pas réussi à 

détecter des fibres de 30 nm dans de nombreux noyaux eucaryotes, où la chromatine semble 

former des chaînes irrégulièrement pliées avec des caractéristiques en zigzag. Néanmoins, 

dans certaines cellules différenciées, la présence de fibres de 30 nm bien définies est bien 

établie, reflétant la dynamique chromatinienne et suggérant un rôle pour de telles structures 

dans l’inactivation de la transcription (Boopathi, 2020).  

 

 Au cours de la division cellulaire, la chromatine se condense à l'extrême pour former des 

chromosomes. A l’inverse, en interphase, la chromatine est sous une forme décondensée qui 

occupe une grande surface du noyau. Cependant, dans cette phase du cycle cellulaire, l’état 

de la chromatine est hétérogène et traditionnellement elle a été divisée en deux catégories 

reflétant son niveau de compaction : l’hétérochromatine et l’euchromatine. 

L’hétérochromatine, constituée en majorité de séquences répétées, est fortement compactée 

alors que l’euchromatine est plus relaxée (Rosa, 2013). Cependant, cette division historique 

de l’organisation de la chromatine a été revisitée par des études relativement récentes et 

subdivisée en cinq catégories en fonction de la composition en protéines associées (complexe 

Trithorax, Polycomb, etc.) et en types de modifications post-traductionnelles présentes sur la 

queue des histones (Filion, 2010). Ainsi, la présence des éléments de cis-régulation dans une 

catégorie chromatinienne et son association avec des modifications post-traductionnelles 

portées par les histones permettent de prédire leur accessibilité aux facteurs de transcription 

et donc de contrôler l’expression génique. 
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 2-1 Les différentes couleurs de la chromatine. 

En 2010, le laboratoire de van Steensel (Filion, 2010) a entrepris de caractériser les différents 

états de la chromatine en utilisant les profils de fixation de 56 protéines associées à la 

chromatine ainsi que ceux de quatre modifications post-traductionnelles des différentes 

histones: la lysine 4 de l’histone H4 diméthylée (H3K4me2), la lysine 9 de l’histone H3 

diméthylée (H3K9me2), la triméthylation de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me3) ainsi que 

la triméthylation de la lysine 79 de l’histone H3 (H3K79me3) dans les cellules Kc167 de 

drosophile en culture. Les profils de fixation de ces 56 protéines ont permis de définir cinq 

groupes de chromatine distincts qui constituent les cinq couleurs de la chromatine : noire, 

bleue, verte, rouge et jaune (fig 20 ; Filion, 2010). Ces cinq groupes ont été obtenus pour 8428 

domaines faisant en moyenne environ 1 à 52 kb mais pouvant atteindre jusqu’à 737 kb pour 

les plus larges, indiquant que le génome de drosophile est généralement organisé en de larges 

régions. Parmi les cinq groupes identifiés, trois (vert, bleu et noir) appartiennent à la 

chromatine « non permissive » et deux (rouge et jaune) à la chromatine « permissive ». Il est 

important de retenir que c’est la combinaison de plusieurs protéines qui définit chaque 

groupe et non pas la présence d’une seule protéine (fig. 21). 

• La chromatine noire couvre 48% du génome et contient 4165 gènes soit 32% des gènes que 

compte le génome de la drosophile. La présence des quatre protéines suivantes la caractérise 

: H1, D1, Suppressor of Underreplication (SuUR) et IAL/auroraB. L’histone H1 permet de 

stabiliser les nucléosomes (Hergeth, 2015), la protéine D1 est essentielle pour le silencing des 

gènes lors de la différenciation des gamètes (Aulner, 2002), SuUR est impliquée dans 

l’assemblage de l’hétérochromatine, et IAL/auroraB est impliquée dans la condensation 

chromosomique en particulier lors de la mitose. La majorité des gènes présents dans cette 

région, qualifiés de gènes silencieux, n’est pas exprimée ou alors très faiblement (fig. 21). 

•  La chromatine bleue est enrichie en protéines du complexe protéique Polycomb (PcG). Ce 

complexe protéique est fortement connu pour être impliqué dans la régulation des gènes via 

des modifications post-traductionnelles des histones dans des processus majeurs comme 

l’inactivation du chromosome X chez le mâle, la plasticité et le renouvellement des cellules 

souches. Le complexe PcG est fortement décrit comme étant associé à la répression des gènes 

développementaux. Il participe notamment à la tri-méthylation de la lysine 27 de l’histone H3. 

(H3K27me3), qui est une modification post-traductionnelle considérée comme répressive. La 
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chromatine bleue est enrichie en H3K27me3 et contient un grand nombre de gènes 

développementaux réprimés, en accord avec la fonction du complexe Polycomb (fig. 21 ; 

Kassis, 2017 ; Piunti, 2021). 
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• La chromatine verte est la chromatine correspondant à la chromatine associée aux 

protéines Su(Var)3-9 et HP1. Su(Var)3-9, qui possède une activité HKMT, assure la méthylation 

de la lysine 9 de l’histone H3 (Schotta, 2003). HP1 participe au « silencing » des régions 

centromériques. La chromatine verte se caractérise également par une forte présence de di 

ou tri-méthylation (H3K9me2/me3) des lysines des histones H3 qui sont elles aussi associées 

au phénomène de « silencing » des gènes. La chromatine verte est donc spécialisée dans la 

mise sous silence des gènes et plus spécifiquement des régions péricentriques (fig. 21). 

• La chromatine « permissive » est divisée en deux catégories de chromatine : la rouge et la 

jaune. Ces deux catégories de chromatine contiennent les gènes exprimés et sont enrichies 

en ARN Polymérase II, H3K4me2 et H3K79me3. Ces deux types de chromatine sont très 

similaires et partagent de nombreuses protéines communes telles que les HDAC, RPD3 et SIR2, 

ainsi que la partenaire de RPD3, SIN3A. On retrouve également DF31, décrite comme pouvant 

décondenser la chromatine in vivo et permettant de maintenir accessible l’ADN (Guillebault, 

2007), mais aussi Ash2, méthyltransférase de la H3K4, membre de la famille Trithorax 

(Carbonell, 2013). Pour finir Max facteur de transcription connu pour s’oligo-dimériser avec 

Myc pour activer la transcription (Gallant, 1996). La chromatine jaune et rouge se distinguent 

l’une de l’autre par leur vitesse de réplication, la chromatine rouge se répliquant plus 

rapidement que la jaune. Ces deux types de chromatine se différencient aussi en fonction de 

l’enrichissement en MRG15 et H3K36me3 (fig. 21).  

La chromatine jaune est définie par sa composition en gènes dits « de ménage », fortement 

traduits et un enrichissement spécifique en H3K36me3 et MGR15. La chromatine rouge est 

une zone de transcription active révélée par la présence de protéines jouant un rôle dans 

l’activation des gènes développementaux. On y trouve notamment, la sous-unité du complexe 

Médiateur MED31, le récepteur à l’ecdysone EcR, des facteurs de type GAGA, Brahma et Lola-

like qui appartiennent à la famille Trithorax. Cette région de la chromatine est également 

fortement enrichie en histones H3 mono ou triméthylées sur la lysine 4 (H3K4me1 et 

H3K4me3) ainsi qu’en histones H3 acétylées sur la lysine 27 (H3K27ac) permettant d’identifier 

les promoteurs et les enhancers actifs (Creyghton, 2010). La chromatine rouge est donc une 

région où se localise des gènes développementaux actifs (fig. 21). 
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 2-2 Les différentes marques d’histones.  

Comme évoqué ci-dessus, les histones peuvent être modifiées post-traductionnellement par 

différentes enzymes (acétylase-désacétylase, méthylase-déméthylase) sur leur chaîne latérale 

(Bannister, 2011). Ces enzymes sont appelées « writer » si elles ajoutent un groupement 

fonctionnel ou « eraser » si elles suppriment un groupement existant. A ces premières 

modifications, se sont ajoutées des modifications consécutives à des phosphorylations, 

sumoylations ou encore ubiquitinylations (Bannister, 2011). Ces modifications aussi nommées 

marques des histones peuvent être associées, en fonction de leur enrichissement, à des 

éléments géniques et des environnements chromatiniens spécifiques. Ainsi, la présence et le 

ratio entre différentes marques d’histones permettent non seulement d’identifier les 

éléments de cis-régulation mais également les enhancers dits actifs et localisés dans 

l’euchromatine (Cubeñas-Potts, 2017 ; Jiang, 2018).  

 

  2-2-1 L’acétylation des histones. 

L’acétylation des histones est régulée par deux familles d’enzymes aux activités antagonistes 

: les histones acétyltransférases (HAT) et les histones désacétylases (HDAC). L’acétylation se 

produit au niveau de la chaîne latérale des lysines (K) des histones H3 et H4, les HATs 

catalysant le transfert d’un groupe acétyle (Ac) grâce au recrutement du cofacteur CoA. Cette 

modification modifie la charge de l’histone H3 ou H4 et diminue ainsi son interaction avec la 

molécule d’ADN. Les HATs sont contenues dans deux familles, les types A et les types B. Les 

HATs de type B, généralement cytoplasmiques acétylent les histones libres alors que les 

enzymes de type A, situées en majorité dans le noyau, modifient les histones des 

nucléosomes. Le type A est lui-même divisé en trois sous-groupes (GNAT, MYST et CBP/p300) 

en fonction de l’homologie de séquence et de structure conformationnelle des enzymes. 

Chaque HAT modifie la conformation de résidu différent, par exemple CBP acétyle les lysines 

14 et 18 de l’histone H3 alors que HAT1, de la famille des GNAT, acétyle les lysines 5 et 12 de 

l’histone H4. Elles sont souvent considérées comme des coactivateurs de la transcription 

(Marmorstein, 2014). Les HDACs, dont la fonction est de retirer un groupement Ac, sont 

réparties en quatre classes (de I à IV). Par cette modification qui restaure la charge positive 
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des histones, les HDACs sont généralement considérées comme des répresseurs 

transcriptionnels (Ho, 2020).  

 

  2-2-2 La méthylation des histones.  

La méthylation est une modification qui se produit sur des résidus arginine et lysine des 

histones H3. Les lysines (K) peuvent être mono- (me1), di- (me2) ou tri-méthylées (me3) et les 

arginines (R) mono- et diméthylées. L’ajout d’un groupement méthyle qui contrairement à 

l’Ac, ne modifie pas la charge des histones, est médié par des lysines méthyltransférases 

(HKMT) ou par des arginines méthyltransférases (PRMT) en fonction du substrat. Les HKMTs 

catalysent le transfert du groupement méthyle à partir de S-adénosylméthionine (SAM) sur la 

lysine de l’histone (Marmorstein, 2014). Les PRMTs sont séparées en quatre types qui se 

distinguent notamment en fonction de la symétrie du groupement méthyle de SAM ajouté à 

l’arginine (Lorton, 2019). La méthylation des histones fut longtemps considérée comme une 

modification irréversible, jusqu’à la découverte de la protéine LSD1, première lysine 

déméthylase en 2004 (Shi, 2004), puis quelques années après, des arginines déméthylases en 

2007 (Chang, 2007). L’analyse de ces marques d’histones et leurs enzymes associées est 

appelée épigénétique. Il est important de noter ici que l’agencement des diverses 

modifications post-traductionnelles des histones peut être considéré comme un code. 
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En effet, pour une région déterminée, cet agencement permet de donner une indication de 

l’état de la chromatine, de prédire son activité transcriptionnelle ainsi que sa nature 

(promoteur…) (fig. 22 ; Jiang, 2018). Pendant ma thèse, j’ai notamment utilisé les marques 

H3K27ac et H3K27me3 pour identifier respectivement, la chromatine ouverte, active en 

transcription et la chromatine fermée et inactive. La marque H3K27ac permet plus 

précisément l’identification d’élément actif de modules de cis-régulation (CRM) généralement 

appelé enhancers. 

 

 2-3 Les éléments de cis-régulation.  

  2-3-1 Les enhancers. 

Les enhancers sont des séquences clés, bien distinctes des promoteurs. Ils peuvent être 

localisés en amont ou en aval d'un gène, voire très loin de celui-ci, ou à l'intérieur de la partie 

transcrite d'un gène comme les régions non traduites de l'ARN (UTR) ou les introns. Les 

enhancers servent de plateforme pour la fixation des facteurs de transcription (TF) et de ce 

fait, sont des éléments clés dans la régulation de l’expression génique (Furlong, 2018). Les 

facteurs de transcription sont des protéines capables de se lier à l'ADN de manière spécifique 

à une séquence et leur activité est responsable de l'expression du génome dans des cellules 

données et à un moment précis. Il existe plusieurs types de facteurs de transcription en 

fonction de leurs domaines de liaison à l'ADN, notamment : Helix-Loop-Helix, Homeobox, Zinc 

Fingers, etc... Pour réguler l'expression des gènes, chaque TF se lie à un court motif d'ADN 

spécifique, qui tolère souvent des déviations plus ou moins importantes par rapport à la 

séquence consensus. Par conséquent, les sites de fixation des TFs sont généralement 

représentés sous forme de matrices de poids de position (PWM) qui représentent la fréquence 

des nucléotides à chaque position du consensus, tel que défini par la compilation des sites de 

liaison connus pour un TF donné (Santolini, 2014). Les sites de fixation des TF sont compris au 

sein des enhancers qui jouent donc un rôle crucial dans la régulation de l'expression des gènes 

et plus particulièrement dans celle des gènes dits du développement. En effet, les enhancers 

intègrent les signaux de divers réseaux géniques et autres voies de signalisation et les 

traduisent en modèles d'expression hautement spécifiques (Bulger, 2011). En fonction de leur 

rôle dans la régulation de l'expression génétique, les enhancers ont été initialement séparés 
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en deux classes. Les « Enhancers » représentent d'abord des régions régulatrices qui activent 

l'expression du gène cible, tandis que les « Silencers » la répriment, comme observé par des 

constructions artificielles contenant des éléments régulateurs devant un gène rapporteur, 

dans des cellules en culture ou chez des animaux transgéniques. Cependant, selon les types 

de cellules, une même région régulatrice peut agir soit comme amplificateur, soit comme 

silencieux. Aujourd'hui, le terme "enhancer" est souvent utilisé comme synonyme de CRM. 

Comme nous le verrons ultérieurement pour le facteur de transcription Shavenbaby (Svb), un 

gène de développement peut avoir de nombreux enhancers distincts et pléiotropes qui 

conduisent des expressions spécifiques dans différents tissus (Stern, 2013). Ainsi, les 

différents enhancers d'un même gène peuvent être considérés comme un réseau de 

régulation, intégrant différentes informations spatiales et temporelles pour produire un 

schéma d'expression génétique finement contrôlé (Buchler, 2003). Les enhancers contiennent 

souvent de multiples sites pour la liaison des TFs. Un tel regroupement de sites de liaison de 

facteurs de transcription (TFBS) est en effet très répandu dans les enhancers de 

développement, avec de multiples sites de liaison pour un TF donné (regroupement 

homotypique) et/ou plusieurs TFs (regroupement hétérotypique) (Aerts, 2012). Les enhancers 

sont des fragments d’ADN, dont l’activité est indépendante de l’orientation et une des 

difficultés issues de cette propriété est de restreindre leur activité à un ou plusieurs gènes 

spécifiques. En effet, si le mécanisme de transcription est le même pour l’ensemble des gènes, 

ces derniers sont régulés indépendamment les uns des autres. La spécificité de la régulation 

transcriptionnelle nécessite donc une compartimentation des gènes dans des domaines 

transcriptionnellement indépendants. 

 

 2-3-2 Les insulateurs. 

Parmi les éléments régulant cette compartimentation, les insulateurs, éléments de l'ADN, 

permettent d’isoler des gènes de leur environnement pour assurer une régulation spécifique 

(fig. 23 ; Özdemir, 2019).  

L'étude du gène Hox Abdominal-B (Abd-B) a donné un premier indice de l'existence 

d'insulateurs chez la drosophile pour maintenir l'indépendance de régions cis-régulatrices 

voisines. En effet, une délétion chromosomique spontanée a supprimé la frontière entre deux 
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enhancers qui dirigent chacun l'expression d'Abd-B dans des segments corporels distincts 

conduisant à un défaut de segmentation (Gyurkovics, 1990). Ainsi, lorsqu’un transgène est 

encadré par deux insulateurs et inséré dans un locus, ce dernier n’est pas affecté par la 

structure chromatinienne environnante (rôle barrière). Par exemple, lorsque les transgènes 

sont insérés dans une région répressive de l’hétérochromatine, les insulateurs permettent 

l’expression du gène inclus dans le transgène (Udvardy, 1985). A l’inverse, les insulateurs, 

placés artificiellement entre un enhancer et un promoteur, peuvent bloquer la 

communication entre ces éléments et empêcher l’activation du gène (Gaszner, 2006). 

 

Nombre de travaux initiaux réalisés sur les insulateurs ont été effectués chez la drosophile en 

utilisant l’insulateur gypsy, localisé dans la région 5’ du rétrotransposon du même nom. 
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Lorsque l'élément gypsy est transposé entre un gène et ses enhancers, spécifiques d'un tissu, 

il empêche l'expression du gène uniquement dans ce tissu, suggérant que l'élément gypsy 

isole en quelque sorte le promoteur de ses éléments de cis-régulation (Peifer, 1986; Geyer, 

1992). Trois protéines pouvant interagir entre elles, Su(Hw) (Supressor of Hairy wing), 

Mod(mdg4) et CP190 (Centrosomal Protein 190 Kd) s’associent à cet insulateur. La protéine 

Su(Hw) que j’utiliserai dans mes travaux, appartient à la famille des facteurs de transcription 

à doigt de zinc. Le site de liaison de Su(Hw) est suffisant pour le blocage de la communication 

entre un enhancer et un promoteur (Geyer, 1992), et confère une protection contre les effets 

de position dans les tests transgéniques (Roseman, 1993).  

 

 Dans cette partie, nous avons mis en évidence que l’ADN, compacté et contenu dans le 

noyau des cellules eucaryotes, est organisé en structures dynamiques, permettant de 

s’adapter aux contraintes du cycle cellulaire et de l’expression génétique. Les différents états 

de compaction, reflétés par les différentes couleurs de la chromatine, sont finement régulés 

par les histones et les modifications post-traductionnelles auxquelles elles sont soumises. La 

régulation de cette compaction rendant les éléments de cis-régulation (enhancers, 

promoteurs, insulateurs…) localisés sur l’ADN, plus ou moins accessibles aux facteurs agissant 

en trans comme les facteurs de transcription, permet de contrôler finement l’expression 

génique. 

 

3- Shavenbaby, un acteur déterminant de la formation des trichomes dans 

l’épiderme. 

 

J’ai réalisé ma thèse dans l’équipe de François Payre qui s’intéresse depuis plusieurs années à 

comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la morphogenèse épidermique chez 

la drosophile. Les travaux de l’équipe ont permis d’identifier le locus ovo/shavenbaby (svb), 

codant un facteur de transcription essentiel pour le remodelage des cellules et la formation 

d’extensions cytoplasmiques apicales dans l’épiderme, appelés trichomes. La dissection 

moléculaire de la fonction de Svb dans la formation des trichomes a révélé qu’il active une 
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centaine de gènes cibles qui collectivement permettent le remodelage de la surface apicale 

des cellules.  

 

 3-1 Organisation moléculaire du locus ovo/svb. 

Svb est un facteur de transcription à doigt de zinc C2H2 codé à partir du locus ovo/svb, qui est 

indispensable au développement des trichomes et de la lignée germinale femelle (Mevel-

Ninio, 1991). Deux promoteurs alternatifs conduisent l'expression des isoformes protéiques 

OvoA et OvoB, spécifiques de la lignée germinale. Un troisième promoteur agit dans les tissus 

somatiques et permet l’expression d’une isoforme à extrémité N-terminale étendue, Svb. Les 

trois isoformes partagent un domaine commun de liaison à l'ADN et une région médiant 

l'activation transcriptionnelle (Mevel-Ninio, 1995) (fig. 24). OvoB, l'isoforme germinale la plus 

courte, agit comme un activateur (Andrews, 2000 ; Mevel-Ninio, 1995) tandis qu’OvoA 

possède une région N-terminale supplémentaire, portant un domaine répresseur qui domine 

l'activité transcriptionnelle de ce TF (Andrews, 2000). Enfin, Svb constitue la forme la plus 
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longue puisqu’elle possède en plus des domaines activateur et répresseur, une extension N-

terminale codée à partir de l'exon 1S spécifique au soma (Delon, 2003). 

 

3-2 Svb gouverne la différentiation des trichomes dans l’épiderme. 

Les premiers mutants svb ont été isolés par Nusslein-Volhard et Wieshaus en 1980. Les 

embryons mutants pour svb présentent une cuticule dépourvue de trichomes tandis que des 

embryons sauvages montrent une alternance de cellules à trichomes et de cellules à surface 

lisse. Il a été démontré que svb est spécifiquement exprimé dans des cellules qui forment des 

trichomes (Mevel-Ninio, 1995). D'autres travaux ont montré que svb est à la fois nécessaire et 

suffisant pour la formation des trichomes et ont élucidé certains aspects de sa régulation, en 

se concentrant sur les cellules épidermiques ventrales (fig. 25 ; Payre, 1999). En effet, les 

individus mutant pour svb ne forment pas de trichomes tandis que l’expression ectopique de 

svb dans des cellules lisses conduit à la formation de trichomes. De plus, les cellules qui 

expriment svb dans l’épiderme vont former des denticules. Ainsi svb détermine le registre 

spatial des cellules qui vont former un trichome. La comparaison de l’activité des différentes 

formes OvoA, OvoB et Svb a permis de mieux comprendre la fonction transcriptionnelle de 

Svb dans les cellules épidermiques. De façon intéressante, l'expression ectopique de la forme 

OvoA (répresseur) dans l’épiderme empêche la formation des trichomes tandis que 

l’expression de OvoB (activateur) induit la formation de trichomes ectopiques (Andrews, 

2000). Svb agit donc comme un activateur de transcription pour la formation des trichomes. 
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De plus, quand les isoformes Ovo, qui sont normalement spécifiques de la lignée germinale, 

sont exprimées de manière artificielle dans l’épiderme, elles sont capables de reconnaitre les 

mêmes effecteurs que Svb, pour réprimer (OvoA) ou activer (OvoB) leur expression (Chanut, 

2006). Les trichomes sont des extensions cytoplasmiques riches en filaments d’actine. 

L’équipe a montré que Svb déclenche la réorganisation du cytosquelette à la surface apicale 

des cellules induisant la formation des trichomes (Delon, 2003). L’ensemble de ces données a 

montré que Svb est nécessaire et suffisant pour induire la formation des trichomes.  

 

 3-3 Régulation de l’expression du gène svb. 

Les travaux pionniers de François Payre ont montré que svb intègre les voies de signalisation 

Wingless (wg) et EGF pour définir les cellules qui vont former des trichomes. Après son rôle 

dans la segmentation embryonnaire, wg un membre fondateur de la voie de signalisation 

cellulaire Wnt, détermine la production de la cuticule nue. La perte de fonction de wg conduit 

à la production de trichomes par toutes les cellules. Réciproquement, l'expression ectopique 

du ligand de Wg ou l'activation ectopique de la voie réprime complètement les denticules, 

conduisant à un phénotype ventral chauve. Ces défauts sont médiés par l'action de Wg qui 

réprime l'expression de svb. D'autre part, l'expression de svb dans les cellules du trichome est 

activée par la voie de l'EGF-r. Le domaine d'expression normal de svb coïncide avec la 

localisation de la signalisation active de l'EGF. De plus, l'inhibition de la voie EGF-r conduit à 

l'absence de trichomes, résultant d'une diminution de l’expression de svb. Pour résumer, les 

activités réciproques de Wg et EGF-r agissent ensemble pour contrôler finement le domaine 

d'expression de svb dans les cellules épidermiques, déterminant à son tour le patron des 

trichomes (Payre, 1999). 

Le travail collaboratif de notre équipe et celle de David Stern a permis de révéler les régions 

cis-régulatrices requises pour l’expression de svb et a mis en évidence que l’évolution du 

patron de denticule chez la drosophile est la conséquence de mutations au sein de ces régions. 

Cinq régions dites enhancer définissent le patron d’expression de svb dans l’épiderme 

embryonnaire, étendues sur 90kb en amont du 1er exon (Frankel, 2012). 

Un criblage systématique à l’aide de lignées rapportrices couvrant les 50 kb en amont du gène 

a permis d’identifier trois premières régions. Ces trois régions (7, E et A) sont actives selon des 

profils distincts et recouvrent le patron d’expression complet de svb (Mc Gregor, 2007). Un 

criblage plus précis, auquel j’ai participé, a permis de restreindre la taille des régions 
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régulatrices.  Nous avons identifié deux régions minimales E3 et E6 dans la boite E (fig. 26 ; 

Frankel, 2010). Puis, deux régions supplémentaires, DG et Z, hautement conservées au cours 

de l’évolution et couvrant 41 kb en amont de l’enhancer A ont été identifiées. Ces régions ont 

des profils spatiaux similaires à ceux des régions identifiées précédemment. De plus, la 

délétion simultanée de ces deux régions n’affecte pas la formation des trichomes et ne 

provoque pas de létalité (Frankel, 2012). Ces résultats ont permis de définir ses enhancers 

comme « shadow » car ils assurent la robustesse d’expression de svb. L’expression 

redondante, soutenue par plusieurs enhancers, peut ainsi palier à de possibles mutations 

délétères (Frankel, 2010 ; Lagha, 2012).  
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A la suite de l’identification des régions régulatrices contrôlant l’expression de svb, l’objectif 

était de rechercher les facteurs de transcription se fixant sur ces enhancers et nécessaires 

pour leur activité. Alexandre Ahmad Alsawadi, étudiant en thèse au laboratoire, a criblé par 

une approche RNAi à grande échelle 400 facteurs de transcription exprimés en fin 

d’embryogenèse. Il a recherché si leur déplétion modifie l’activité des régions 7, E et A. Il a pu 

identifier dans la région E3 un site de liaison de pointed, un effecteur de la voie EGF, ainsi 

qu’un site de liaison du facteur TCF impliqué dans la voie Wg (Al Hayek, 2020), montrant que 

cette région intègre les deux voies de signalisation pour la régulation de l’expression de svb.  

En conclusion, svb intègre, via plusieurs enhancers, les voies de signalisation Wg et EGF afin 

de déterminer le registre spatial et la robustesse de son patron d’expression dans l’épiderme 

embryonnaire. 

 

 3-4 Svb coordonne un réseau génique directement impliqué dans la formation des 

trichomes. 

Afin de mieux comprendre comment Svb déclenche la réorganisation apicale des cellules 

épidermiques lors de la formation des trichomes, l’équipe a recherché les gènes cibles de Svb 

par une approche candidate complétée par une approche globale. L’approche candidate, 

basée sur le profil d’expression des gènes, ou bien le rôle des gènes dans la formation des 

trichomes, a permis d’identifier plusieurs dizaines de gènes cibles (Chanut, 2006 ; Fernandez, 

2010). Ces gènes codent pour des effecteurs cellulaires qui participent collectivement et 

directement dans le remodelage de la surface apicale des cellules sous au moins trois grandes 

fonctions (fig. 27). Ils sont impliqués dans la réorganisation du cytosquelette d’actine 

permettant la déformation de la cellule (Chanut, 2006). De plus, ils codent pour des protéines 

de la matrice extracellulaire apicale qui soutiennent la forme des trichomes (Fernandes, 2010). 

Enfin, ils permettent la synthèse de protéines structurantes de la cuticule et des enzymes 

requises pour la pigmentation de la cuticule (Chanut, 2006 ; Menoret, 2013). 

 

Afin d’obtenir une vision plus étendue de la fonction de Svb, une approche globale combinant 

une analyse transcriptomique (puces Affymetrix) et des expériences de fixation à l’ADN (ChiP-

seq) a été réalisée par Delphine Ménoret, étudiante en thèse (Menoret, 2013). Ce travail a 

révélé que Svb contrôle l’expression de plus de 150 gènes au cours de la formation des 

trichomes, dont la fonction de la plupart d’entre eux n’est pas encore connue. Afin de mieux 
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comprendre comment Svb active ses gènes cibles, l’équipe a recherché les séquences 

régulatrices de trois gènes cibles en analysant de manière systématique l’activité de leurs 

régions non codantes dans l’épiderme embryonnaire. Ainsi, dans l’épiderme embryonnaire, 

un enhancer a été identifié pour le gène singed (sn1), deux pour le gène sha (sha1 et sha3) et 

deux pour le gène miniature (Emin et EminB) (Chanut, 2006 ; Menoret, 2013). L’étude s’est 

appuyée sur l’existence d’un site consensus pour la fixation d’Ovo, CnGTTa nommé OvoQ6, 

défini par méthode Selex (Lee, 2000). Cependant, ce site est largement représenté dans le 

génome et n’est pas suffisamment sélectif pour identifier des sites de liaison à Svb. Par une 

approche statistique, les séquences identifiées comme actives comparées à des séquences 

non actives dans l’épiderme ont révélé qu’une région activée par Svb contient au moins un 

site de liaison de 8 bp. Cette séquence appelée SvbF7, ACHGTTAK est une extension de la 

séquence OvoQ6. La résolution de ce site a permis d’identifier des régions régulatrices 
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d’autres gènes cibles de Svb. Les régions régulatrices identifiées peuvent contenir un ou 

plusieurs sites de liaison à Svb. De plus, elles comprennent deux autres motifs, encore non 

attribués à la fixation d’un facteur de transcription connu. Dans de nombreux cas, la mutation 

ponctuelle d’un site de fixation à Svb induit une diminution significative de l’activité de la 

région régulatrice dans l’épiderme (Menoret, 2013).  

L’ensemble de ses résultats montre que Svb est le facteur de transcription déterminant pour 

la formation des trichomes. Par la liaison à une combinaison variable de site de fixation, Svb 

active un ensemble de gènes cibles qui sont collectivement responsables de la formation des 

trichomes.  

 

 3-5 Les smORFs peptides Pri : de nouveaux régulateurs de la morphogenèse 

épidermique. 

En 2007, deux équipes ont identifié un nouveau régulateur de la différentiation épidermique, 

l’une par génétique classique (isolement d’un mutant) et l’autre par génétique reverse 

(Galindo, 2007 ; Kondo, 2007). Ce gène appelé polished-rice (pri) ou tarsal-less (tal) a été 

initialement découvert comme acteur majeur de la segmentation chez le coléoptère Tribolium 

castaneum (nommé mille-pattes) (Savard, 2006). En recherchant des gènes codant de 

nouveaux longs ARN non codants (lncRNA), l’équipe de Y. Kageyama a révélé le gène pri 

caractérisé par un profil d’expression très dynamique au cours de l’embryogénèse (Inagaki, 

2005). Pri est exprimé dans de nombreux tissus comme les spiracles, l’intestin et les trachées. 

Son expression dans l’épiderme présente un profil segmenté recouvrant celui de svb. La 

délétion du gène pri provoque une létalité embryonnaire et les embryons présentent des 

défauts épidermiques similaires à ceux des mutants svb puisque les cellules ne forment pas 

de trichomes (Kondo, 2007). Ce gène est transcrit en un long ARN considéré alors comme non 

codant (lncRNA, long non coding RNA) puisqu’il contient des cadres ouverts de lecture de 

moins de 100 aas (Inagaki, 2005 ; Tupy, 2005). Depuis, de nombreuses études ont révélé une 

nouvelle classe de gènes appelés gènes smORFS (small Open Reading Frame), dont fait partie 

pri, codant des peptides et possédant des fonctions biologiques de la levure jusqu’à l’homme. 

Les deux équipes ont démontré que l’ARN pri contient des petits cadres ouverts de lecture, 

codant des petits peptides de 11 à 32 acides aminés, indispensables pour les fonctions 

embryonnaires de pri.  
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La ressemblance phénotypique d’absence de trichomes observée en absence de pri et svb, a 

mené notre équipe, en collaboration avec celle de Yugi Kageyama, à rechercher le lien 

moléculaire entre les peptides Pri et Svb. Ces travaux ont démontré que les peptides Pri 

agissent sur la protéine Svb par modification post-traductionnelle. Le facteur Svb est produit 

sous forme de protéine de grande taille, agissant comme un répresseur de la transcription. 

Les peptides Pri induisent une dégradation protéolytique de la partie N-terminale de la 

protéine Svb, contenant une large partie du domaine répresseur (Kondo, 2010). Svb est ainsi 

convertie de répresseur transcriptionnel en activateur transcriptionnel, dont la structure est 

très proche de celle d’OvoB. Jennifer Zanet et Emilie Benrabah ont recherché le mécanisme 

d’action des peptides Pri. Elles ont montré que les peptides Pri recrutent l’enzyme E3 

ubiquitine ligase Ubr3 qui, après avoir ubiquitinylé Svb, le dirige au protéasome pour être 

partiellement dégradé (fig. 28). 

 

En conclusion, les peptides Pri induisent, en lien avec le protéasome et Ubr3, la dégradation 

partielle de Svb et sa conversion de répresseur en activateur de transcription. 

 

Comme indiqué précédemment, le gène pri a été identifié à l'origine sous le nom de mille-

pattes chez Tribolium castaneum comme un gène essentiel pour la segmentation pendant 

l'embryogenèse. Ce processus, piloté par les gènes gap, est nécessaire pour générer des 

subdivisions dans l'embryon précoce. Des études indépendantes réalisées sur des insectes 

modèles ayant des modes de segmentation différents ont révélé le rôle de svb dans la 
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segmentation. Un projet collaboratif avec les équipes ayant réalisées ces observations a 

conduit à révéler que le complexe moléculaire comprenant les peptides Pri, l'ubiquitine-ligase 

Ubr3 et le facteur de transcription Shavenbaby (Svb), représente un ancien module de 

développement requis pour le modelage précoce de l'embryon dans plusieurs ordres 

d'insectes, à l'exception de la drosophile (Ray, 2019). J’ai contribué à ce projet en construisant 

une forme Svb activatrice constitutive. 

 

 3-6 Régulation temporelle de la différentiation épidermique. 

Cette analyse approfondie de la maturation de Svb a dévoilé un processus sophistiqué, en 

plusieurs étapes pour activer un réseau génique. Une étude entreprise par notre équipe en 

collaboration avec d’autres équipes internationales, a permis d’apporter une signification 

biologique au contrôle de l’activité de Svb par les peptides Pri. Cette étude, dirigée dans 

l’équipe par Hélène Chanut et à laquelle j’ai participé, établit que les peptides Pri assurent un 

contrôle temporel du processus de différentiation épidermique. En effet, l’expression du gène 

pri est directement sous le contrôle de l’hormone stéroïde ecdysone (Chanut-Delalande, 

2014). L’ecdysone est connue pour réguler la temporalité du développement chez les insectes, 

notamment pour déclencher les grandes transitions développementales comme les mues 

larvaires et la métamorphose. Elle intègre des signaux externes (lumière, nutriments) 

(Andersen, 2013 ; Yamanaka, 2013) et internes (croissance des tissus) (Colombani, 2005 ; 

Delanoue, 2010) pour coordonner de manière systémique le développement de l’organisme. 

Les travaux montrent qu’en absence de Pri, le programme de formation des trichomes est 

bloqué, par l’accumulation de la forme répresseur de Svb. En réponse à l’ecdysone, les 

peptides Pri déterminent le moment auquel Svb est capable d’activer la transcription de ces 

cibles et induire la formation des trichomes. Ainsi les peptides Pri constituent un relai entre 

l’information systémique de l’ecdysone et le programme de différentiation des trichomes qui 

se produit dans les cellules épidermiques. L’ensemble de ce travail a montré que tandis que 

l’expression de Svb définit le registre spatial des cellules à trichomes, l’expression de pri définit 

quand ce programme de différentiation va s’exécuter. 

 

Afin de mieux comprendre comment l’ecdysone régule l’expression de pri, l’équipe a choisi de 

disséquer de manière systématique les régions cis-régulatrices de pri. J’ai initié ce travail et 

Azza Dib, étudiante en thèse, l’a poursuivi. Nous avons défini que la région fonctionnelle de 
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pri s’étend sur 50 kb (fig. 29). Elle comprend une dizaine de régions régulatrices qui présentent 

des profils spatio-temporels distincts qui conduisent à l’expression de pri dans les tissus et au 

cours du développement. Nous avons montré que l’expression de pri dans un tissu donné peut 

impliquer plusieurs enhancers suggérant des activités redondantes. De plus, certains 

enhancers peuvent être actifs dans plusieurs tissus au cours du développement. La plupart de 

ces enhancers ont leur activité qui est directement contrôlée par le récepteur à l’ecdysone 

EcR. Un élément, priA semble avoir un rôle primordial comme intégrateur du signal ecdysone 

pour l’expression de pri. Il est actif dans la majorité des tissus exprimant pri et son activité est 

fortement modulée en présence d’ecdysone. De plus, l'élément priA contient une séquence 

de 288 pb qui a été identifiée par l’équipe d’Alexander Stark comme répondant de manière 

très significative à l'ecdysone dans les cellules S2, et dont l'activité a été abolie suite à la 

mutation de deux sites de liaison EcR (Shlyueva, 2014). Ces deux sites sont conservés au cours 
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de l'évolution chez toutes les espèces de drosophiles. Cependant, cet enhancer, que nous 

avons appelé priAs, n'était pas suffisant pour conduire une expression in vivo appropriée dans 

l'épiderme embryonnaire. Au lieu de cela, nous avons observé une expression ectopique dans 

des cellules éparses qui représentent probablement des cellules sanguines. Des résultats 

similaires ont également été observés avec une construction portant une version étendue 

priAse (421bp). Ces données indiquent que l'activité in vivo de priA nécessite des éléments 

cis-régulateurs supplémentaires de la séquence priA, qui peuvent inclure d'autres sites de 

liaison EcR. En conclusion, ces données montrent que pri intègre le signal ecdysone à travers 

un ensemble de régions régulatrices pour façonner son expression spatio-temporelle tout au 

long du développement (Dib et al., 2021). 
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Chapitre II : Visualisation de l’ADN. 
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Comprendre l’organisation des noyaux eucaryotes, la dynamique spatiotemporelle du 

comportement de la chromatine …, nécessita le développement d’outils pour visualiser l’ADN. 

Dans ce chapitre, je vais présenter différentes techniques et approches permettant de 

visualiser l’ADN, de sa découverte en 1869 avec les premières observations à l’aide de colorants 

jusqu’à aujourd’hui et les techniques permettant de visualiser des loci génomiques dans des 

cellules vivantes. Après avoir rapidement mentionné différentes techniques qui ont permis 

d’observer l’ADN dans des cellules fixées, je développerai les différentes approches actuelles 

permettant la visualisation de locus génomique unique dans des cellules vivantes. 

 

1- Dans les cellules fixées. 

 1-1 Visualisation de l’ADN en microscopie optique. 

A partir de la découverte de l’ADN par Friedrich Miescher en 1869, les premières observations 

de l’ADN étaient effectuées à l’aide de colorants (tableau 1). Les communications scientifiques 

publiées à l’époque portaient essentiellement sur des descriptions et contenaient peu 

d’illustrations qui étaient des dessins, souvent obtenus à l’aide de la caméra Lucida. Cet 

appareil optique effectue une superposition optique de l’objet regardé et de la surface sur 
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laquelle l’observateur dessine. Il voit simultanément l’image de l’objet observé et la surface 

dessinée, comme dans une double exposition photographique (fig 30). L’une des premières 

publications de dessins représentant l’ADN fut au crédit de Walther Flemming qui étudiait le

 

processus de division cellulaire et effectua de nombreuses observations à partir de 

préparations fixées et colorées à l’aide d‘un colorant basique à base d’aniline. C’est durant ces 

expériences qu’il identifie et nomme la chromatine du grec χρῶμα (chrôma)=couleur) une 

substance acide qui capte les colorants basiques. En 1882, il publie un manuel de cytologie 

qui est illustré de nombreuses planches de dessin (fig. 31 A ; Flemming, 1882). En 1908, Helen 

Dean King rapporte des observations sur l’ovogénèse du crapaud. Dans sa publication 

figuraient de très nombreux dessins (fig. 31 B ; King, 1908). 

En 1924, le chimiste allemand Robert Feulgen met au point une réaction colorimétrique 

permettant de colorer l’ADN, la réaction de Feulgen (Feulgen, 1924). Le principe de la 

méthode est de dissocier les deux brins d'ADN grâce à une hydrolyse ménagée par l'acide 

chlorhydrique (HCl) et de colorer ensuite ceux-ci au moyen de la fuchsine qui réagit avec les 

fonctions réductrices de l'ADN. L’intensité de coloration est proportionnelle à la concentration 

d’ADN. Elle permet l’observation au microscope photonique des chromosomes, notamment 

sous forme polytènique. Les bandes colorées rosées qui apparaissent correspondent aux 

gènes, et les bandes claires aux régions intergéniques. La coloration de Feulgen permet 

de visualiser l'ADN sur des coupes de tissus et dans les cellules. La coloration de Feulgen a été 

utilisée tout le long du XXème siècle et a permis d’établir notamment, (i) que le contenu en 

ADN est le même entre un noyau et son nombre de chromosomes (Vendrely, 1948), (ii) 

qu’avant la mitose, les cellules doublent leur contenu en ADN (Patau, 1953), (iii) la quantité 

d’ADN présent dans un seul chromosome (Gaillard, 1968), (iv) la ploïdie dans des cellules 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Fuchsine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Microscope_photonique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne


82 
 

tumorales (Atkin, 1954). Encore de nos jours, cette coloration est très largement utilisée pour 

mettre en évidence l'ADN en histologie et dans le cadre de l’enseignement. Les applications 

actuelles de la réaction de Feulgen concernent principalement la quantification de l'ADN dans 

les noyaux cellulaires par cytométrie d'image pour l'évaluation de la ploïdie en pathologie 

tumorale. Par contre au niveau imagerie microscopique, elle est très peu utilisée de nos jours 

(Chieco, 1999). L'application des principes de Feulgen à la microscopie électronique a 

récemment permis de développer des procédures spécifiques de coloration de l'ADN pour 

l'étude de l'organisation structurelle de l'ADN in situ : la réaction osmium-ammine de type 

Feulgen, peut être considérée comme une méthode de choix pour la visualisation de 

l'organisation structurelle de structures contenant de l'ADN dans des coupes fines (Derenzini 

1995). 

Ces marquages de l’ADN avec ces colorants et les observations en microscopie optique qui en 

découlent ne permettent d’avoir qu’une vision globale de l’ADN. En ce début du XXème siècle, 

ce qui se pourrait se rapprocher le plus d’une visualisation de l’ADN au niveau de locus 

génomique serait l’observation des chromosomes polytènes. Ces chromosomes présents dans 

les cellules de certains organes de larves, comme dans les glandes salivaires de la drosophile, 
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subissent plusieurs cycles de réplication sans division cellulaire, phénomène 

d’endoréplication, aboutissant à un nombre élevé de copies de chaque chromosome, ou degré 

de polyténie, qui peut atteindre jusqu’à 1024. Ces copies de chromatides ne se dissociant pas 

à la suite des réplications successives restent accolées les unes aux autres et alignées de 

manière parallèle ce qui donne lieu à des chromosomes fortement agrandis. Au moment de 

l’interphase, une coloration de Feulgen permet, à l’aide d’un simple microscope photonique, 

d’observer ces chromosomes polytènes qui présentent une succession stéréotypée de bandes 

fortement colorées, correspondant à des régions de chromatide condensée (ou 

hétérochromatine) et de bandes plus claires possédant une chromatine moins condensée (ou 

euchromatine). Ces observations ont permis à Calvin Bridges, étudiant de Thomas Morgan, 

d’établir une cartographie précise des chromosomes de la drosophile (fig 32). L’ensemble du 

génome de la drosophile a été divisé en 102 divisions. Le chromosome X comprend les 

divisions de 1 à 20. Les divisions de 20 à 60 correspondent au chromosome II, 20 à 40 pour le 

bras gauche, 2L et 40 à 60 pour le bras droit, 2R. Le chromosome III est divisé de 60 à 80 et de 

80 à 100, respectivement pour le bras 3L et 3R. Enfin les 2 dernières divisions sont attribuées 

au chromosome IV. Chaque division est divisée en 6 sections, désignées par les lettres A à F et 

elles-mêmes en 13 sous-sections (Bridges, 1935, 1938), correspondant à 7956 sections pour 

l’ensemble du génome de la drosophile ! (Bridges, 1938 ; Lefevre, 1976). Ce qui permet d’avoir 

une résolution suffisante pour observer des bandes d’environ 20kb (Scalenghe, 1981). 

 

 



84 
 

 1-2 Visualisation de l’ADN par rayonnement. 

Comment ne pas mentionner les techniques de cristallographie par rayon X pour visualiser 

l’ADN ! Certes, ce ne sont pas les techniques les plus appropriées si l’on s’intéresse à la 

dynamique de la chromatine ou à l’importance du rôle de l’architecture nucléaire dans la 

régulation de la transcription des gènes mais elles ont permis la découverte de la double hélice 

de l’ADN. Et la photo 51, cliché de la diffraction de rayons X, prise par Rosalind Franklin est 

probablement l’une des photographies scientifiques les plus importantes. 

 

 1-3 Visualisation de l’ADN par DAPI. 

Otto Dann et collaborateurs ont synthétisé pour la première fois en 1971 le 4’-6-Diamidino-2-

Phenylindole ou DAPI (Dann, 1971) qui a montré posséder des propriétés de liaison à l’ADN 

(Williamson, 1974). Russell et ses collaborateurs vont utiliser le DAPI comme un colorant 

fluorescent hautement spécifique pour l’ADN pour détecter les contaminations de 

mycoplasme en culture de cellule. En ajoutant du DAPI à des cellules de culture de tissus, ils 

ont constaté qu'il était rapidement absorbé par l'ADN cellulaire, produisant des noyaux 

hautement fluorescents et aucune fluorescence cytoplasmique détectable dans les conditions 

utilisées. Si, par contre, les cellules sont contaminées par des mycoplasmes, des foyers 

fluorescents discrets caractéristiques sont détectés dans le cytoplasme et à la surface des 

cellules (Russell, 1975). En 1980, Bauman et ses collaborateurs effectuent une coloration avec 

le DAPI de chromosomes polytènes en parallèle d’une hybridation in situ utilisant un ARN 

marqué par un fluorochrome (Bauman, 1980). Après l’hybridation d’un ARN 5S de Drosophila 

hydei marqué avec la rhodamine sur des chromosomes polytènes de Drosophila 

melanogaster, une bande est très fluorescente. L'identification de la bande à la position 56F a 

été facilement réalisée après coloration avec du DAPI, par l’observation alternative de la 

fluorescence bleue du DAPI et de la fluorescence rouge de la rhodamine en changeant la 

longueur d'onde d'excitation (fig. 33 ; Bauman, 1981). 
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  1-4 Visualisation de l’ADN par hybridation fluorescente in situ (FISH). 

L'hybridation fluorescente in situ ou FISH est une technique qui est utilisée pour la détection 

spatiale et la quantification des acides nucléiques dans leur environnement cellulaire. Elle est 

devenue une méthode cytogénétique puissante pour l'analyse des cellules et des tissus au 

niveau du transcriptome et du génome. Dans le domaine du diagnostic, cette technique 

permet de détecter les cellules malignes contenant des réarrangements chromosomiques 

(Carter, 1992) ou des aberrations génétiques (Weimer, 2000).  

La technique de FISH est une évolution de la méthode originelle, l’hybridation in situ ou ISH. 

La différence entre ISH et FISH se situe au niveau des sondes utilisées : dans la technique FISH, 

les sondes utilisées sont constituées d'un marqueur fluorescent. L’ISH est une technique 

cytogénétique permettant la détection, la quantification et la localisation d’acides nucléiques 

cibles à l’intérieur de cellules ou tissus. La méthode est basée sur l’hybridation de sondes 

contenant des séquences spécifiques complémentaires (ADN ou ARN) de leur cible à 

l’intérieur de la cellule (fig 34 ; Huber, 2018). La sonde d’acide marquée par fluorescence entre 

dans le noyau de la cellule où il s’hybride à sa cible complémentaire. Les sondes peuvent être 

ciblées sur l'ADN ainsi que sur l'ARN ce qui permet l'étude des séquences génomiques et des 

profils d'expression transcriptomiques de cellules individuelles. La réaction peut être 

visualisée directement à l'aide de sondes marquées par radioactivité ou par fluorescence ou 

indirectement via la liaison d'antigènes ou par des interactions biotine/streptavidine (Huber, 

2018). 
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Cette technique d’ISH a été décrite pour la première fois en 1969 par Pardue et Gall 

(Gall,1969). Joseph Gall s’intéressait aux chromosomes géants, à ce qu'ils pourraient nous dire 

sur la structure et la fonction des gènes et notamment les gènes codant pour les ARNs 

ribosomiques. Avec son étudiante Mary Lou Pardue, ils ont mis beaucoup d’efforts pour 

développer une méthode permettant de visualiser les gènes sur les chromosomes polytènes. 

En ce début des années 60, l’utilisation d’anticorps fluorescent n’est pas encore optimale mais 

Gillespie et Spiegelman ont développé une technique d’hybridation ARN-ADN : ils ont fixé de 

l’ADN simple brin dénaturé à un filtre de nitrocellulose qui est incubé avec une solution d’ARN 

marquée au P32 (Gall, 2016). Cette technique s'est avérée extrêmement utile pour l'analyse 

moléculaire des hybrides ARN-ADN (Gillespie, 1965). Joseph Gall ayant utilisé cette technique 

à de nombreuses reprises, pensait que c’était possible de l’adapter à des préparations 

cytologiques. L’idée était, sur un tissu écrasé plat, de dénaturer l’ADN des noyaux sur une lame 

et de l’hybrider avec de l’ARNr marqué au 3H. Il a d’abord essayé sur des cellules sanguines 

d’amphibien mais il ne voyait rien : le problème venait d’une activité spécifique très basse de 

l’ARN marqué au 3H et d’une quantité d’ADNr trop faible dans des noyaux diploïdes. Son salut 

viendra de préparations cytologiques écrasées à partir d’ovocytes de Xénopus (fig. 35, Gall, 

2016).  
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Parallèlement, John et al (John, 1969) et Buongiorno-Nardelli et Amaldi (Buongiorno-Nardelli, 

1970) ont développé indépendamment des techniques d'hybridation in situ pour la détection 

de l'ADNr chez le Xénope et dans des tissus inclus en paraffine. Quelques années plus tard, 

Gall et Pardue ont visualisé des éléments satellites dans les régions hétérochromatiques des 

chromosomes de souris démontrant ainsi l'utilisation de l'ISH dans les cellules de mammifères 

(Pardue, 1970). 

Les limites de ces premières expériences ISH étaient la faible sensibilité et la disponibilité 

limitée de sondes spécifiques à la séquence. Bien que le marquage radio-isotopique soit 

toujours considéré comme la méthode de détection la plus sensible, il nécessite de longs 

temps d'exposition (jusqu'à plusieurs semaines pour la détection de 3H), la résolution spatiale 

est faible et les bruits de fond sont élevés. Ces inconvénients ont conduit au développement 

d'approches de marquage non isotopique pour les sondes ISH (Huber, 2018). 

Au milieu des années 1970, une gamme de sondes non radio-isotopiques a été développée, 

permettant de nouvelles options de détection des hybrides sonde-cible. La détection directe 

par fluorescence de cibles chromosomiques a été signalée par Bauman et al. dans les années 

1980, qui ont marqué les extrémités 3′ des sondes avec un fluorochrome (Bauman, 1980). Les 

sondes avec des bases marquées à la fluorescéine incorporées par « nick-translation » ont 

montré des sensibilités de détection de 50-100 kb (Wiegant, 1991) et ont été utilisées pour 

les premières expériences de FISH multicolores… Dans la figure 36, on peut voir la chronologie 

des développements de l'hybridation in situ en fluorescence (Huber, 2018).  
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Les progrès réalisés dans le domaine de la conception des sondes et des stratégies de 

marquage ont permis à la FISH de devenir une technique très polyvalente permettant de 

traiter un large éventail de cibles cellulaires avec une spécificité et une sensibilité élevée. La 

FISH peut donc être utilisée pour dénombrer les chromosomes, détecter les aberrations 

chromosomiques, étudier des régions chromosomiques spécifiques, ou des niveaux de 

transcription. Ces aspects ne sont pas seulement intéressants pour les applications de 

recherche en cytogénétique, mais ils fournissent également la base de diagnostics 

moléculaires dans une série de domaines médicaux (Huber, 2018). 

 

Cependant, malgré toutes ces qualités et avantages, cette technique de FISH s’effectue dans 

des cellules fixées et ne permet pas de visualiser l’ADN dans des cellules vivantes. 
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2- Visualisation de loci génomiques uniques et d’ARNm en cellules vivantes. 

 2-1 La Green Fluorescente Protein ou GFP. 

Comprendre les mécanismes d’un événement qui se produit au sein d’un organisme ou d’une 

cellule vivante est un enjeu de la biologie cellulaire et moléculaire. L’avènement de la protéine 

fluorescente verte ou GFP au début des années 90 a constitué une avancée importante 

permettant la visualisation d’événements cellulaires dans leur environnement. La GFP est 

devenue en quelques années l’un des outils les plus puissants de la biologie moléculaire et 

cellulaire.  

Le gène de la GFP est aujourd’hui utilisé comme gène rapporteur, comme marqueur cellulaire 

ou encore comme marqueur moléculaire. La fusion de la GFP à des protéines a rendu possible, 

grâce à la fluorescence émise par la GFP, de localiser des protéines dans les compartiments 

cellulaires, d’en définir les déplacements lors de stimulations diverses, rendant accessible la 

visualisation d’événements cellulaires dynamiques. En permettant un marquage facile des 

protéines chromosomiques et nucléaires et le marquage de régions chromosomiques 

spécifiques, l'utilisation de la GFP a fourni des possibilités nouvelles pour l'observation directe 

de la dynamique des chromosomes in vivo. Des questions concernant la structure et la 

dynamique des chromosomes en interphase à la régulation de la transcription, de la 

réplication, de la recombinaison et la réparation de l'ADN ont été rendues possible à aborder 

grâce à cette petite protéine fluorescente. 

 

Ce sont les travaux d’Osamu Shimomura qui ont permis la découverte de la GFP. Il travaillait 

sur la compréhension de l’émission de bioluminescence verte par la méduse Aequorea 

victoria. En 1962, il extrait et purifie la protéine aequorine de la méduse A. victoria 

(Shimomura, 1962). Mais l’activation de l’aequorine in vitro ou dans des cellules produit une 

lumière bleue, alors que la méduse produit une lumière verte ! Cette lumière est le résultat 

d’une seconde protéine présente chez A. victoria qui tire son énergie d'excitation de 

l’aequorine, la protéine fluorescente verte, GFP (Chalfie, 1994). En 1974, Morise et ces 

collègues ont purifié, cristallisé et caractérisé la GFP et ils ont démontré, in vitro, le transfert 

d’énergie de l’aequorine à la GFP (Morise, 1974). Dans la figure 37 est illustré le mécanisme 

d’action de la GFP dans la méduse Aequorea victoria (Georget, 1999). 
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Le gène codant pour la GFP a été cloné par Prasher en 1992 (Prasher, 1992). Il y a 30 ans !!!! 

En 1994, Chalfie exprime pour la première fois la GFP chez E. coli et chez Caenorhabditis 

elegans (Chalfie, 1994). La même année, Tulle Hazelrigg exprime une protéine de fusion avec 

la GFP dans des lignées transgéniques de Drosophila melanogaster. Elle exprime la protéine 

Exu fusionnée à la GFP dans les cellules germinales femelles et montre que la protéine de 

fusion fluoresce fortement dans des cellules vivantes ou fixées pendant l’ovogénèse de la 

drosophile. Cette protéine de fusion permet de restaurer un allèle nul pour le gène exu et, 

s’exprime et se localise dans un patron spatial et temporel comme le gène sauvage. La haute 

sensibilité de la GFP fournit d’importants nouveaux détails sur la localisation subcellulaire de 

la protéine Exu (Wang, 1994).  

La protéine GFP présente de nombreux avantages. C’est une molécule de 238 acides aminés. 

Elle absorbe la lumière bleue à 395nm pour mettre une lumière verte à 509nm. Sa 

fluorescence est très stable et non invasive. Il suffit de l’éclairer avec la bonne longueur 

d’onde. La GFP s'accumule dans les cellules en vie en temps réel, ce qui permet d'observer les 

changements d'expression au cours du temps et elle ne semble interagir avec aucun processus 

biologique d'intérêt. De nombreux variants spectraux ont été développés notamment par 

Roger Tsien (fig. 38 ; Tsien, 2009). 

En 2008, les travaux pionniers de Shimomura, Tsien et Chalfie ont été récompensés par un 

prix Nobel de chimie pour « la découverte et le développement de la protéine fluorescente 
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verte ». Parmi les nobélisés ne figure pas Douglas Prasher qui a pourtant largement contribué 

à la découverte de la GFP en clonant son gène … 

 

  2-2 Les Systèmes Fluorescents Répresseur/Opérateur : FROS. 

L'introduction de nucléotides et de protéines marqués par fluorescence dans les cellules a 

permis l'observation directe de la dynamique des chromosomes en mitose et en interphase in 

vivo. Cette approche a été considérablement améliorée par les applications de la GFP. Non 

seulement des protéines nucléaires spécifiques peuvent être marquées avec la GFP mais, en 

utilisant des répétitions directes de séquences d'opérateurs bactériens, il est possible de 

marquer des sites chromosomiques spécifiques et de les visualiser en utilisant la GFP 

fusionnée avec la protéine répresseur appropriée. 

La visualisation de l’ADN à des loci génomiques spécifiques nécessite des techniques de 

marquage qui créent un foyer fluorescent détectable au-dessus du bruit de fond. Jusqu'à la 

fin des années 90, il n’y avait pas de méthode pour visualiser ces régions dans des cellules 

vivantes. La première méthode développée utilisait des protéines de liaison à l’ADN 

fusionnées à des protéines fluorescentes qui reconnaissaient leurs séquences de fixation 

apparentées. Elle est basée sur le système opérateur (LacO)/répresseur (LacI) provenant de 

l’opéron lactose de E. coli. Cette technique, dénommée FROS pour Système fluorescent 
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Opérateur/Répresseur, est basée sur l’insertion de nombreuses répétitions de séquences de 

l’opérateur (LacO) sur lequel le répresseur vient se lier. Profitant de la découverte de la GFP à 

cette même période, le répresseur est fusionné à une protéine fluorescente. Straight et 

collaborateur ont inséré 256 copies de l’opérateur LacO à un site précis du génome de la 

levure qui a été détecté par la liaison du répresseur LacI fusionné à la GFP (fig. 39 ; Straight, 

1996 ; Robinett, 1996). 

 

D’autres systèmes FROS ont été développés à partir de couple opérateur/répresseur, (i) à 

partir du répresseur tétracycline TetR qui se lie sur l’opérateur tetO, [TetR/tetO] (Lau, 2003 ; 

Nguen, 2019 ; Tasan, 2020), (ii) à partir du système répresseur/opérateur du phage lambda 

où le répresseur O va se fixer sur les séquences de son opérateur Ci, [O/ Ci], (Lassadi, 

2015).  

La combinaison de différents systèmes FROS permet de marquer différentes régions 

chromosomiques. Lau et collaborateur ont combiné le système LacI/lacO et TetR/tetO pour 

observer l’organisation spatiale et temporelle des chromosomes d’E. coli au cours de la 

réplication. Les régions proches de l’origine de réplication et du terminus de réplication ont 
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été visualisées simultanément par le système TetR/tetO et LacI/lacO, respectivement. Cela 

leurs a permis de montrer que la région terminale de la réplication est fréquemment localisée 

de manière asymétrique, sur le côté du nouveau pôle de la cellule.  Cette asymétrie pourrait 

constituer un mécanisme par lequel la protéine de ségrégation chromosomique FtsK, située 

au niveau du septum de division, peut agir de manière directionnelle pour s'assurer que la 

région septale est libre d'ADN avant la fin de la division cellulaire (Lau, 2003). 

 

   2-3 Autres. 

● système TALE (Transcription Activator Like Effector) : les effecteurs TAL ou TALE sont des 

protéines de liaison à l’ADN séquence spécifique. Elles ont été découvertes chez la bactérie 

pathogène de plante, Xanthomonas. Ces protéines contiennent un nouveau motif de liaison à 

l’ADN qui jouent un rôle central dans la fonction des effecteurs type activateur de 

transcription (TALE). Les TALEs sont une arme importante dans la bataille entre l’espèce 

Xanthomonas et leurs plantes hôtes.  Ils sont transcrits dans la bactérie et versés dans la plante 

où ils vont activer la transcription de gènes de la plante leur permettant de se répandre. 

(Voytas, 2009). Ainsi le TALE, PthXo1 d’un pathogène Xanthomonas du riz active l’expression 

du gène du riz, Os8N3, permettant à Xanthomonas de coloniser le riz (Yang, 2006). Comme 

Os8N3 est également nécessaire au développement normal de la plante, le gène ne peut pas 

simplement être éliminé pour éviter l'infection. Au contraire, il existe une forte pression 

sélective pour que la plante accumule les mutations qui empêchent la liaison de PthXo1 et, 

par conséquent, des changements compensatoires dans la spécificité de l'ADN de l'effecteur 

TAL. En fin de compte, la reconnaissance de l'ADN détermine l'issue de la guerre entre le 

pathogène et la plante, et donc les TALEs bénéficieraient d'un mécanisme simple et malléable 

pour la reconnaissance de l'ADN (Voytas, 2009). Deux études ont simultanément déchiffré le 

code de reconnaissance des effecteurs TAL (Moscou, 2009 et Boch, 2009). Les TALEs se lient 

à l’ADN à travers des répétitions en tandem (environ 17-19) de 33 à 35 acides aminés, chacune 

d'entre elles reconnaissant une seule paire de base spécifique par l'intermédiaire de deux 

acides aminés adjacents que l'on appelle des di-résidus variables en fonction des répétitions. 

Les séquences des répétitions sont conservées sauf 2 acides aminés adjacents très variable (à 

la position 12 et 13) qui sont les candidats pour le déterminant de spécificité (fig. 40 ; Voytas, 

2009 ; Miyanari, 2013). Grâce à ce code simple, les TALEs se sont révélés être une plateforme 
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polyvalente pour l'ingénierie de protéines de liaison à l'ADN dotées d'une fonctionnalité 

spécifique par la fusion des TALE avec des protéines opérationnelles comme des nucléases, 

des modulateurs transcriptionnels ou des recombinases (fig. 41). Mais les TALEs peuvent être 

fusionnés avec des protéines fluorescentes pour visualiser le positionnement sub-nucléaire 

de séquences cibles (fig. 42). 

La principale limitation de ce système de visualisation à l’aide des TALEs est qu’il est restreint 

à des séquences répétées naturelles comme les télomères. 
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● Sun Tag, CRISPR/Cas9 : le peptide Sun Tag, constitué d’une multimérisation de 4 copies 

d’épitopes en tandem, est fusionné en C-term d’une protéine. Les épitopes du peptide Sun 

Tag sont reconnus par des fragments variables simple chaîne (scFv) d’anticorps qui sont 

fusionnés à la GFP. Cette fixation du fragment scFv sur le peptide Sun Tag permettra de 

recruter 24 copies de la GFP au niveau d’une protéine cible et de créer un foyer de 

fluorescence (fig. 43 ; Tanenbaum, 2014). L’utilisation de ce peptide pour visualiser des loci 

génomiques est restreinte à des protéines qui se lient sur des séquences d’ADN répétées, 

comme les télomères.  De même, l'utilisation de CRISPR (Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats) et de la protéine associée CRISPR inactivée ou morte (dCas9) 

fusionnée à des protéines fluorescentes peut être une alternative intéressante et 

prometteuse pour visualiser des sites qui sont spécifiquement ciblés par de courts ARN guides 

complémentaires des séquences génomiques mais elle est essentiellement restreinte à des 

séquences répétées. 



96 
 

Récemment l’équipe de Mounia Lagha a visualisé la dynamique de traduction dans des 

embryons vivants (Dufourt, 2021). Ils ont utilisé le principe du peptide Sun Tag. Des répétitions 

d’épitopes Sun Tag sont ajoutés à la protéine d’intérêt et au cours de la traduction, ils sont 

détectés avec les fragments scFv couplé à la GFP (fig. 44). Cette approche leur a permis de 

visualiser et de quantifier le timing, la localisation et les cinétiques de traduction d’ARNm 

unique dans des embryons vivants. En regardant la traduction du facteur de transcription 

Twist, ils ont identifié une hétérogénéité spatiale dans l'efficacité de la traduction de l'ARNm 

et révélé l'existence d'usines de traduction, où des ARNm groupés sont co-traduits 

préférentiellement dans les régions périnucléaires basales (Dufourt, 2021). 

 

 

 

3- Organisation et Ségrégation des génomes bactériens. 

 

Les travaux de ma thèse sont basés sur l’utilisation du système de visualisation de loci 

génomiques, le système ANCHOR. Ce système a été développé à partir du système de partition 

des génomes bactériens, le système ParABS. Avant de présenter ce système, je vais tout 

d’abord discuter de l’organisation des génomes bactériens puis de leurs ségrégations. 
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 3-1 Organisation des génomes bactériens. 

  3-1-1 Organisation en chromosomes et plasmides. 

Le génome d’une cellule est essentiel à son identité : Il contient l‘ensemble des déterminants 

génétiques définissant les capacités et les limites intrinsèques de chaque espèce donnée. On 

pensait à l’origine qu’il s’insérait au hasard dans les cellules, sans organisation stéréotypée ou 

reproductible. Cette hypothèse a été initialement dissipée lorsque des études en microscopie 

optique de cellules d'Escherichia coli colorées avec des colorants spécifiques de l'ADN ont 

révélé un corps discret d'ADN, situé dans une région irrégulière à l‘intérieur des cellules 

procaryotes dans laquelle se trouve le matériel génétique. Cette région a été nommée 

nucléoïde (Robinow, 1994). À la différence du noyau des cellules eucaryotes, le nucléoïde des 

cellules procaryotes n'est pas délimité par une membrane nucléaire. 

Au cours du cycle cellulaire, le génome doit être dupliqué par réplication puis correctement 

ségrégé dans les futures cellules filles afin d’assurer le maintien de l’information génétique au 

cours des générations. Chez les bactéries, le génome est constitué de deux grands types de 

molécules d’ADN : les chromosomes et les éléments extra-chromosomiques appelés 

plasmides. Ces deux types de molécules, capables de se répliquer de manière autonome dans 

la cellule, ont été appelées par Jacob et Brenner, réplicons (Jacob, 1963). 

Le génome bactérien comprend le plus souvent un unique chromosome, circulaire ou linéaire, 

complété selon les organismes par un ou plusieurs plasmides (sous forme circulaire et/ou 

linéaire). Bien que la plupart des chromosomes bactériens soient circulaires, certains sont 

linéaires, notamment les chromosomes multiples de 1 mégabase (Mb) des espèces Borrelia 

et le chromosome de 8Mb des espèces Streptomyces (Badrinarayanan, 2015). Les 

chromosomes circulaires bactériens se sont sporadiquement linéarisés au cours de l'évolution 

des procaryotes. Les chromosomes linéaires peuvent avoir été formés par l'intégration de 

plasmides linéaires (fig. 45 ; Volff, 2000). Chez Streptomyces, l’origine de réplication est 

localisée dans la région centrale du chromosome, définissant deux bras chromosomiques où 

des protéines se liant de façon covalente aux extrémités chromosomiques génèrent une 

topologie fermée du chromosome (Tsai, 2012 ; Yang, 2001). Chez Borrelia les extrémités 

chromosomiques sont organisées en tiges-boucles (Tourand, 2003). Chez Streptomyces et 

Borrelia, des mutants circulaires ont pu être générés en laboratoire (Chen et al., 2010 ; 

Ferdows et al., 1996). Les chromosomes de Streptomyces artificiellement circularisés 

présentent une instabilité génétique égale ou supérieure à la forme linéaire (Chen, 2010 ; Lin, 
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1997). Une des explications possibles à l’instabilité de la topologie circulaire serait le manque 

de domaines associés à la terminaison de la réplication, nécessaires à l’intégrité du 

chromosome 

Les chromosomes sont généralement des molécules circulaires de grande taille, de l’ordre de 

la Mégabase (Mb) et porteurs de gènes essentiels au développement de la bactérie (en 

particulier les gènes ribosomiques). La taille des chromosomes est très variable : allant de 

143.795bp pour le plus petit chromosome chez la bactérie endosymbiotique, Hodgkinia 

cicadicola, à 13.033.779bp pour Sorangium cellulosum 

(https://bionumbers.hms.harvard.edu). 

Les plus petits génomes correspondent à des organismes endosymbiotiques (Moran, 2014), 

vivant dans un environnement bien défini où les fonctions cellulaires obligatoires sont 

assurées par l’organisme hôte. À l’inverse, les plus grands génomes bactériens correspondent 

à des espèces vivant de manière autonome dans des milieux complexes et changeants. En 

effet dans des conditions stables, des modifications drastiques du génome sont rares (Barrick, 

2009). Des bactéries vivant dans de tels milieux doivent être “armées” pour résister à un très 

grand nombre de stress différents. Cela se traduit par un plus grand nombre de gènes et donc 

des génomes plus grands (corrélation directe entre la taille des génomes et le nombre de 

gènes ; Bird, 1995) distinguant deux catégories fonctionnelles : les gènes essentiels, 

https://bionumbers.hms.harvard.edu/


99 
 

obligatoires au développement végétatif de la cellule quelles que soient les conditions et les 

gènes accessoires permettant à la cellule de s’adapter à des conditions données.  

La majorité des bactéries ne portent qu’un seul chromosome mais de nombreux génomes 

bactériens sont constitués de plus d'un chromosome, comme Vibrio cholerae ou Burkholderia 

cenocepacia (Egan, 2003 ; Dubarry, 2006). Le plus grand chromosome, appelé chromosome 

principal, contient la majorité des gènes essentiels (gènes de ménage et gènes codant pour 

les ARNs ribosomiques) et une origine de réplication similaire à celle des bactéries mono-

chromosomiques. Les autres chromosomes, dits chromosomes secondaires, ne portent 

qu’une partie des gènes essentiels et présentent des caractéristiques hybrides entre 

chromosomes principaux et plasmides. Leur région origine est relativement variable à l’image 

de celle observée chez les plasmides et peut être identifiée par leur structure (Egan, 2003), ou 

par leur homologie de séquence avec les systèmes plasmidiques connus (Dubarry, 2006). De 

même, les gènes présents sur les chromosomes principaux sont très conservés alors que les 

gènes présents sur les chromosomes secondaires ont une forte variabilité évolutive comme 

les plasmides (Cooper, 2010). La frontière entre ces chromosomes secondaires et plasmides 

est parfois assez floue.  

 

Un plasmide désigne un élément génétique extrachomosomique, physiquement distinct de 

l’ADN chromosomique qui est capable de réplication autonome. Ce terme plasmide fut 

introduit par le biologiste moléculaire américain J. Lederberg (Lederberg, 1952). Les plasmides 

sont des molécules de petites tailles et présents en multi-copie (inférieur à 10kb et plus de 15 

copies par chromosome) ou de grandes tailles (supérieur à 30 kb) et en faible nombre de 

copies. La taille pourrait paraître un critère pour distinguer un chromosome d’un plasmide 

mais il existe des chromosomes de petites tailles, comme le chromosome 2 de Butyrivibrio 

proteoclasticus de 300kb, et des mégaplasmides de plusieurs Mb comme celui de la bactérie 

Ralstonia solanacaerum GMI100, de 2,096Mb (Salanoubat, 2002). La différence principale 

entre chromosome et plasmide est la présence de gènes essentiels sur les chromosomes. Bien 

que les plasmides soient pour la plupart non-essentiels à la survie de la cellule, ils sont souvent 

porteurs de déterminants génétiques conférant un avantage sélectif à la bactérie hôte 

(porteurs de gènes de résistance aux antibiotiques, de facteurs de virulence …). Il existe une 

corrélation entre la taille des plasmides et la pression écologique que subissent les bactéries 

qui en sont porteuses (Slater, 2008).  
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Une autre différence importante entre chromosome et plasmide se situe au niveau de la 

réplication. L’initiation de la réplication des plasmides peut avoir lieu à tout moment du cycle 

alors que l’initiation de la réplication des chromosomes secondaires est synchronisée avec le 

cycle cellulaire. Chez Vibrio cholerae, la réplication du chromosome 2 est initiée après celle du 

chromosome principal de manière à s’achever à peu près en même temps (Rasmussen, 2007 ; 

Srivastava, 2007).  

Néanmoins, les chromosomes secondaires et plasmides peuvent avoir certaines 

caractéristiques proches comme leur forte variabilité évolutive. L’analyse des vitesses 

évolutives des gènes présents sur les différents chromosomes des bactéries multi-

chromosomiques a permis de constater que les gènes présents sur les chromosomes 

secondaires étaient en majorité des gènes à évolution rapide, alors que les gènes présents sur 

les chromosomes principaux sont fortement conservés. Les chromosomes secondaires 

serviraient donc de réservoir de diversité ou de banc de test de l’évolution (Cooper, 2010). Les 

caractéristiques plasmidiques des chromosomes secondaires laisseraient penser que ces 

réplicons seraient d’origine plasmidique. Le transfert de groupe de gènes du chromosome 

principal vers un plasmide récepteur conduirait ainsi à la formation d’un chromosome 

secondaire, qui acquerrait ensuite les fonctions et régulations nécessaires à assurer son 

maintien pérenne dans la descendance. La conservation parmi les espèces proches des 

groupes de gènes ainsi transférés permet de reconstituer l’histoire de ces remaniements au 

fil des spéciations (Slater et al., 2009). 

  

  3-1-2 Organisation du chromosome bactérien. 

● Organisation en macro-domaines. 

S'il était entièrement étiré, un chromosome bactérien typique mesurerait près d'un millimètre 

de long, soit environ 1 000 fois la longueur d'une cellule. Les chromosomes doivent être 

compactés de près de trois ordres de grandeur pour tenir dans les cellules mais elles doivent 

également organiser leur ADN de manière à ce qu'il soit compatible avec toute une série de 

processus cellulaires basés sur l’ADN, notamment la réplication, la transcription, la réparation, 

la recombinaison homologue, le transfert de gènes … Ce défi est particulièrement aigu chez 

les bactéries, car la ségrégation des chromosomes se produit en même temps que la 

réplication de l'ADN, au lieu d'être séparée temporairement comme chez les eucaryotes 
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(Badrinarayanan, 2015). Cette compaction doit impliquer une organisation structurale des 

chromosomes. 

Des études chez Salmonella typhimurium (Garcia-Russell, 2004) puis chez Escherichia coli 

(Valens, 2004) font penser que le mouvement de l’ADN dans le cytoplasme de la cellule est 

contraint. Des études d’hybridation in situ en fluorescence (ou FISH) chez Escherichia coli ont 

démontré que certains loci co-occupent fréquemment le même espace cytoplasmique 

restreint (Niki, 2000). Ces résultats suggèrent que les chromosomes bactériens sont organisés 

en domaines de la taille d'un Mb appelés macrodomaines. 

Par des techniques de FISH associées à l’utilisation du système fluorescent opérateur/ 

répresseur (FROS) et du système ParB/parS, l'agencement spatial des chromosomes a été 

déduit en suivant les positions subcellulaires des loci individuels (Le, 2014). Chez Caulobacter 

crescentus, 112 loci ont été examinés par FROS dans des cellules contenant un seul 

chromosome. Les positions spatiales des loci dans la cellule récapitulent la carte génétique, 

avec l'origine de la réplication (oriC) à un pôle de la cellule, l'extrémité de réplication (Ter) au 

pôle opposé, et les bras chromosomiques gauche et droit étant probablement parallèles le 

long de l'axe de la cellule, dans un modèle appelé configuration ori-ter (Viollier, 2004). Une 

analyse de recombinaisons spécifiques de site entre des sites de recombinaison de l’intégrase 

λ a montré que l’interaction entre deux sites n’est possible qu’au sein de régions définies du 

chromosome : des loci au sein d’un même macrodomaine interagissent et recombinent entre 

eux plus fréquemment que des loci localisés dans différents macrodomaines (Valens, 2004). 

Ces résultats ont permis de définir quatre macrodomaines chez E. coli d’une taille entre 800kb 

et 1Mb (fig. 46) : l’Ori autour de l’origine de réplication, le domaine Ter autour du terminus 

de réplication et les macrodomaines Left et Right de chaque côté du Ter. Deux autres régions 

flexibles, ou non-structurées, NR, (qui interagissent avec le reste du chromosome) ont été 

définies également de chaque côté de l’Ori (Valens, 2004). Des analyses par microscopies 

fluorescentes ont permis de montrer que différents loci situés dans un même macrodomaine 

sont toujours colocalisés et qu’ils ont un mouvement restreint dans la cellule par rapport à 

des loci situés dans les régions non-structurées (Espeli, 2008). 
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Une avancée dans la compréhension de l’organisation des macrodomaines est venue de la 

découverte de la protéine MatP (pour Macrodomaine ter Protein) et de ces sites de fixation 

matS (pour macrodomaine ter Sequence). Par une analyse bio-informatique, Mercier et ces 

collaborateurs ont identifié la séquence matS, un palindrome de 13bp, présente à 23 reprises 

exclusivement dans les 800kb du macrodomaine Ter (Mercier, 2008). La protéine MatP se fixe 

sous forme de dimère aux sites matS et peut former un tétramère avec un dimère MatP lié à 

un site voisin rapprochant les complexes MatP-matS distaux et contribuant à compacter le 

macrodomaine Ter (Dupaigne, 2012 ; fig. 46). Dans les mutants ne possédant pas cette 

protéine MatP, le macrodomaine Ter est décondensé, interagit avec d’autres macrodomaines, 

et a une mobilité comparable à celle d’un domaine non-structuré, ce qui indique une 

désorganisation du domaine Ter. L’inactivation de la protéine MatP entraine des défauts 

sévères dans la ségrégation des chromosomes et dans la division cellulaire (Mercier, 2008). 

Des protéines similaires, mais pas encore identifiées, pourraient structurer les autres 

macrodomaines d’E. coli. Les protéines homologues à MatP semblent être restreintes aux 

entérobactéries (Badrinarayanan, 2015).  

 



103 
 

● Organisation en Domaines d’Interaction Chromosomiques (CIDs). 

Chez C. crescentus, les macrodomaines en tant que tels n'ont pas été documentés. Cependant 

des analyses de capture de conformation du chromosome à haute résolution (Hi-C) ont 

montré que le chromosome de C. crescentus est divisé en 23 régions à forte interaction entre 

elles ou domaines d’interaction chromosomique (CIDs) de 166kb chacun. Les CIDs sont 

similaires aux domaines associés topologiquement (TADs) présent chez les eucaryotes. Les loci 

présents dans un domaine interagissent préférentiellement avec d’autres loci du même 

domaine (Le, 2013). L’expression active des gènes est nécessaire à la formation des frontières 

de CID. En effet, les frontières des domaines coïncident souvent avec les gènes les plus 

fortement exprimés tels que ceux codant pour les protéines ribosomales. Un traitement des 

cellules à la rifampicine, qui inhibe l’élongation de la transcription, entraîne une perte presque 
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complète des domaines. De plus, l’insertion d’un gène fortement exprimé à l’intérieur d’un 

domaine est suffisante pour induire de nouvelles frontières (Le, 2013). Les taux élevés de 

transcription et le déroulement fréquent de l'ADN créent probablement des régions dans le 

chromosome exemptes de plectonèmes (accumulation de boucles localisées en un point du 

segment d'ADN surenroulé conduisant à une structure torsadée) qui se forment lorsque l'ADN 

super-enroulé s'enroule sur lui-même. Ces régions relâchées sans plectonèmes peuvent 

former des barrières topologiques bloquant la diffusion de supertours et séparer 

physiquement des domaines adjacents et diminuant ainsi la probabilité de contact entre les 

loci des domaines voisins (fig. 47). Les CIDs semblent s'établir pendant ou peu après la 

réplication de l'ADN, et pourraient potentiellement faciliter la ségrégation chromosomique en 

empêchant les chromosomes nouvellement répliqués de s'enchevêtrer (Le, 2013). 

 

● Domaines super-enroulés ou boucles de plectonème. 

Des boucles de super-enroulement appelées plectonèmes ou domaines super-enroulés, ont 

été caractérisées par microscopie électronique chez Escherichia coli (Kavenoff, 1976). Ces 

plectonèmes, enroulés sur eux-mêmes, sont attachés à leur base par des protéines qui aident 

à isoler topologiquement l'ADN en boucle. Postow et ces collaborateurs ont analysé ces 

domaines super-enroulés en regardant la réponse transcriptionnelle après une coupure 

double-brin : seul l’ADN dans un plectonème, topologiquement isolé, serait relâché après une 

cassure double brin conduisant des changements dans la transcription des gènes sensibles au 

superenroulement uniquement dans ce domaine. Ils ont estimé à environ 400 plectonèmes 

dans le chromosome de d’E. coli avec un domaine super-enroulé moyen de 10kb (Postow, 

2004). Ils ont confirmé ce chiffre avec celui du nombre de boucles dans les chromosomes de 

cellules lysées imagés par EM (fig. 48). Les limites entre les domaines super-enroulés sont 

dynamiques et peuvent dépendre à la fois des protéines de liaison à l’ADN et de l’expression 

des gènes. Les protéines de liaison peuvent relier des loci distants, isolant topologiquement 

l’ADN formant une boucle et empêchant la propagation de domaines super-enroulés entre 

domaines adjacents. Comme pour les CIDs, les loci ayant des hauts taux de transcription 

peuvent être des éléments de frontières qui empêchent la diffusion des plectonèmes bien que 

le mécanisme sous-jacent ne soit pas très clair (Badrinarayanan, 2015). 
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En résumé, les relations entre les différents niveaux de compaction, du chromosome 

bactérien, macro-domaines/CIDs/plectonèmes n’est pas clairement défini mais une 

organisation hiérarchique entre les différents niveaux peut être envisagée.  

Les macrodomaines de la taille d'une mégabase sont probablement composés de multiples 

CIDs, chacun d’environ 100-200 kb et contenant de multiples domaines super-enroulés 

diffusibles, les plectonèmes, d’environ 10 kb de taille. 

Les gènes très fortement exprimés semblent jouer un rôle essentiel dans l'établissement des 

limites des CIDs, qui sont relativement fixes dans une population de cellules. 
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L’expression d'autres gènes peut former des domaines et des frontières transitoires. La 

position des gènes à l'intérieur des domaines (à tous les niveaux) peut influencer leur 

expression, mais la relation précise entre la structure des chromosomes et l'expression des 

gènes n'est pas connue (Badrinarayanan, 2015).   

 

  3-1-3 Les protéines associées au nucléoïde. 

● Nucleoid Associated Proteins = NAP. 

Les super-enroulements ne peuvent pas expliquer seuls la compaction du chromosome. Une 

part de cette compaction est assurée par une classe hétérogène de protéines, se liant à l’ADN, 

appelées NAP pour Nucleoid Associated Proteins (fig. 49). Elles sont caractérisées par un petit 

poids moléculaire et une grande abondance. L’organisation du chromosome bactérien est 

profondément influencée par ces protéines se liant à l’ADN. En général, les NAPs se lient de 

manière relativement non spécifique à travers les génomes bactériens et facilitent la 

compaction en formant, notamment, des ponts entre les loci ou en courbant l’ADN (Dame, 

2005 ; Dillon, 2010). Ces protéines ont été identifiées et caractérisées essentiellement chez E. 

coli. Si leur structure est connue, leur rôle est plus difficile à déterminer à cause des 

redondances fonctionnelles. 

 - H-NS : “Histone-like Nucleoid-Structuring protein” : c’est une petite protéine de 

15kDa. Sa partie N-terminale lui permet de former des dimères tandis qu’elle se fixe sur l’ADN 

par son extrémité C-terminale sur des centaines de sites, de préférence sur des séquences AT-

riche ou un ADN incurvé et souvent au niveau de promoteurs sensibles au superenroulement. 

Elle peut former des ponts entre des régions d’ADN et les rapprocher physiquement et 

condenser l’ADN surenroulé. La protéine H-NS peut s’oligomériser et s’entendre sur l’ADN 

incluant des sites de fixation pour l’ARN polymérase ou des activateurs de transcription 

permettant ainsi à la H-NS de réguler l'expression des gènes (Higgins, 1988 ; Grainger, 2006 ; 

Kahramanoglou, 2011 ; Singh, 2014). 

 - H-U : “Heat-Unstable protein” : Cette petite protéine de 18kDa est très abondante 

(près de 30.000 copies par cellule) et est retrouvée dans de nombreuses bactéries. Elle 

recouvre et enveloppe pratiquement 10% du chromosome (Pietro, 2012) et enroule l’ADN 

d’une manière similaire aux histones (Azam, 1999). Elle est constituée de deux sous-unités, 

alpha et béta, et on peut la trouver sous forme homo ou dimère, en fonction de la phase de 

croissance d’E. coli (Claret, 1997). Des études structurelles suggèrent également que la 
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protéine H-U peut former une structure octamérique avec l'ADN enroulé autour (Guo, 2007). 

Des analyses de ChiP-seq indiquent qu’elle n’a pas de spécificité de liaison (Pietro, 2012). En 

absence de cette protéine, les souches produisent souvent des cellules anucléées suggérant 

un défaut général de compaction du chromosome ou de ségrégation (Huisman, 1989). Des 

études de capture de conformation chromosomique (Hi-C) chez des mutants de Caulobacter 

révèlent une diminution du surenroulement avec une diminution significative des interactions 

à courte distance confortant l’idée que la protéine H-U aide à compacter l’ADN en stabilisant 

les plectonèmes (Le, 2013). Dans des souches avec une protéine H-U avec une plus grande 
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affinité pour l’ADN, le niveau global de super-enroulement de l’ADN est augmenté (Kar, 2005). 

La protéine H-U aurait un effet sur le super-enroulement négatif et un effet global sur la 

compaction du chromosome. 

 - IHF : “integration Host Factor” : la protéine IHF présente des similitudes de séquence 

ave la protéine H-U. Elle est composée de deux sous-unités. Elle se fixe à l’ADN de façon plus 

spécifique, souvent proche de promoteur de gènes, et plie l’ADN d’un angle d’environ de 160° 

(Rice, 1996). Elle peut donc altérer la forme de l’ADN et faciliter la formation de boucle. Elle 

est reconnue comme un facteur de régulation de la transcription de nombreux gènes 

(Swinger, 2004). La protéine IHF a également un impact sur une série d'autres processus basés 

sur l'ADN, comme l’initiation de la réplication et la recombinaison (Leonard, 2005 ; Mumm, 

2006). 

 - FIS : “Factor for Inversion Stimulation” :  c’est une des protéines les plus exprimées 

chez E. coli pendant la phase de croissance (Azam, 1999). Elle est constituée de sous-unités. 

Sous forme d’homo-dimère, elle fixe à l’ADN au niveau de séquence AT riche au niveau du 

petit sillon et plie l’ADN de 50 à 90° en formant un complexe nucléoprotéine très stable (Stella, 

2010). Elle se fixe à travers le génome, surtout au niveau des promoteurs, impactant 

transcription, réplication et recombinaison. Elle influe sur la compaction de l’ADN et son 

organisation. Elle peut maintenir les boucles de plectonèmes superenroulés et influer sur le 

niveau global de superenroulement, indirectement, en modulant l’expression de la gyrase 

(Schneider, 1999).  

 

● Les complexes SMC, “Structural Maintenance of Chromosome”. 

Le complexe protéique SMC, qui est l’homologue de la condensine eucaryote, est très 

largement conservé et retrouvé dans de très nombreuses bactéries. Les protéines SMC sont 

constituées de trois parties distinctes, un domaine ATPase, “Head” formé par les extrémités 

N et C terminales, une partie centrale, “Coiled-coil” ou super-hélice constituée par deux longs 

polypeptides antiparallèles enroulés en spirale et un domaine charnière “Hinge” de 

dimérisation (fig. 50). L’homodimérisation via le domaine “hinge” crée une structure en 

anneau qui peut entourer l’ADN (Nolivos, 2014).  

Trois grandes familles de condensines bactériennes ont été identifiées : 
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- le complexe SMC/ScpA/ScpB : il a été particulièrement étudié chez B. subtilis où les protéines 

SMC s’associent avec les sous-unités ScpA et ScpB qui modulent son activité ATPase et ainsi 

affectant l'ouverture ou la fermeture de l'anneau homodimérique (fig. 50 A). 

- le complexe MukB/MukE/MukF chez E. coli et d'autres protéobactéries (fig. 50 B). 

- le complexe MksB/MksE/MksF : ce complexe a une structure secondaire similaire à celui de 

la protéine MksB mais possède une région, “Coiled-coil” plus courte. Cette troisième famille a 

été identifiée plus récemment (Petrushenko, 2011). 
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La remarquable conservation de l'architecture des différents complexes SMC laisse penser 

que tous ces complexes partagent un mécanisme biochimique commun pendant leur 

association avec, et leur action sur, l'ADN chromosomique (Nolivos, 2014). 

Des mutations dans le complexe SMC produisent toutes une série de défauts 

chromosomiques, notamment une augmentation de cellules anucléées. Chez B. subtilis et E. 

coli, des mutations dans les protéines SMC et MukB entrainent une décondensation visible 

avec une coloration au DAPI (Tadesse, 2005). Les complexes SMC contribuent 

vraisemblablement à la ségrégation et à la compaction des chromosomes. 

La manière précise dont les protéines SMC affectent la compaction des chromosomes n'est 

pas encore claire. Par sa structure en forme d'anneau, le complexe SMC pourrait établir un 

pont entre différents loci du chromosome qui aiderait à compacter l'ADN et pourrait 

également contraindre les super-enroulements en produisant des boucles d'ADN isolées 

topologiquement (Badrinarayanan, 2015). 

 

En résumé, les NAP et autres protéines associées aux chromosomes sont clairement des 

acteurs centraux de l'organisation des chromosomes. Bien que les propriétés biophysiques 

d'un grand nombre de ces protéines aient été bien étudiées, il reste encore beaucoup à 

apprendre sur leurs fonctions in vivo et sur la manière dont, au niveau global, elles se 

combinent pour compacter, façonner et organiser le génome et, à leur tour, influencer les 

fonctions de l'ADN dans les cellules (Badrinarayanan, 2015). 

 

  3-1-4 Le super-enroulement négatif. 

Le premier niveau d’organisation du chromosome est le super-enroulement négatif ou 

surenroulement négatif qui entraîne la formation de domaines topologiques isolés (un super 

-enroulement négatif correspond à un tour dans le sens contraire de celui de la double hélice 

d’ADN). Ce super-enroulement semble être le principal mécanisme de compaction du génome 

bactérien. Alors qu’une seule coupure suffit au relâchement d’un plasmide, un grand nombre 

de coupure par la DNaseI est nécessaire pour relâcher intégralement le chromosome (Worcel, 

1972). En faisant des boucles sur eux-mêmes, les mécanismes de super-enroulements 

condensent le chromosome sur lui-même mais aussi le séparent d’ADN adjacent (chromatides 

sœurs, plasmides …). En maintenant des régions adjacentes proches dans l’espace, les super-

enroulements faciliteraient la réparation des cassures double brin en maintenant les 
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extrémités cassées proches dans l‘espace. Différentes études indiqueraient que ces domaines 

topologiques seraient d’une longueur de 10kb (Postow, 2004). Ils protègent le chromosome 

d’une entière relaxation qui a été prouvée comme étant létale (Gellert, 1976). Ces super-

enroulements négatifs sont régulés par un certain nombre de facteurs dont les enzymes de la 

famille des topoisomérases qui contrôlent la super-hélicité. Ainsi l’ADN gyrase qui est une 

enzyme de la famille des ADN topoisomérases de classe II introduit des super-enroulements 

négatifs, alors que la topoisomérase IV les relâche. Leurs actions antagonistes permettent de 

réguler les super-enroulements dans le chromosome. 

 

 3-2 Ségrégation des génomes bactériens. 

Le processus de ségrégation de l’ADN est une étape cruciale du cycle de vie de tous les 

systèmes vivants. Une ségrégation chromosomique fidèle est essentielle pour garantir que 

chaque cellule fille hérite d’une copie complète de l’information génétique du parent. La 

ségrégation des chromosomes n’est pas un processus trivial, surtout chez les bactéries, car 

l’ADN doit être maintenu dans un état compacté pour tenir dans le volume limité des cellules 

(Jalal, 2020a). En effet, les génomes des bactéries, d’une taille de 1 à 10 Mb doivent être 

fortement condensés pour pouvoir tenir dans le volume d’une cellule bactérienne. Comme 

nous l’avons vu précédemment, les bactéries réalisent cette forte condensation grâce au 

super-enroulement de l’ADN, aux protéines associées aux nucléoïdes (NAP) qui se lient à l’ADN 

et à d’autres protéines qui compactent l’ADN comme les complexes SMC (Structural 

Maintenance of the Chromosome). Contrairement aux cellules eucaryotes, qui ont des phases 

temporellement distinctes de réplication, condensation des chromatides sœurs et 

ségrégation, les bactéries ont besoin d’organiser, de compacter et de séparer leurs 

chromosomes au fur et à mesure que les chromosomes frères sont générés. Ainsi la réplication 

de l’ADN et la ségrégation des chromosomes se produisent de manière concomitante chez les 

bactéries, plutôt que d’être séparées dans le temps, comme chez les eucaryotes.  

La réplication du chromosome procaryote circulaire commence à un locus d’origine de 

réplication (ori) dédié et se termine près du terminus de réplication (ter) sur le côté opposé 

du chromosome alors que la ségrégation se produit en même temps que le processus de 

réplication (fig. 51 ; Gogou, 2021). Tout au long des 20 à 200 minutes que dure un cycle 

bactérien classique, le positionnement séquentiel des régions chromosomiques est 
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étroitement régulé. De toute évidence, la ségrégation nécessite une coordination temporelle 

avec la division cellulaire. La constriction du divisome doit être ajournée jusqu’à que la 

ségrégation soit effectuée, autrement il en résulterait un nucléoïde « guillotiné », des cellules 

anucléées ou une division cellulaire totalement inhibée (Gogou, 2021). 
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  3-2-1 Ségrégation par diffusion passive. 

Les processus qui gouvernent la ségrégation des cellules eucaryotes sont basés sur l’utilisation 

bien caractérisée de fuseaux mitotiques via un mécanisme basé sur la tubuline alors que ceux 

qui régissent la ségrégation des plasmides et des chromosomes dans les cellules bactériennes 

sont moins bien compris (Brooks, 2017). Parmi les réplicons bactériens, il faut distinguer entre 

une diffusion passive pour les plasmides à haut nombre de copies, comme le plasmide ColE1, 

présents entre 20 et 30 copies par chromosome et une ségrégation active pour la plupart des 

chromosomes et des plasmides à bas nombres de copies, comme le plasmide F ou P1 d’E. coli, 

présent entre 1 à 5 copies par chromosome selon les conditions de croissance. 

La diffusion passive des plasmides dans le cytoplasme engendre une répartition aléatoire lors 

de la division cellulaire. Le plasmide ColE1 qui est de l’ordre d’une dizaine de copies par 

chromosome peut se maintenir de façon passive dans les bactéries au cours des générations. 

La probabilité d’apparition d’une cellule sans plasmide, par division cellulaire, suit la formule 

suivante : P0=21-n, où n est le nombre de copies du plasmide avant la division cellulaire. La 

perte d’un plasmide présent en 10 exemplaires est prédite toutes les 512 générations, ce qui 

est peu fréquent et négligeable. Par contre, un plasmide présent à deux copies par cellule sera 

perdu toutes les deux générations. Les plasmides à bas nombre de copies tels que le plasmide 

F, ne peuvent pas se maintenir dans les cellules par diffusion passive.  

 

  3-2-2 Ségrégation active. 

Les plasmides à faible nombre de copies et la plupart des chromosomes codent pour des 

systèmes de partition dédiés (Par) afin de séparer activement l'ADN vers les cellules filles 

avant la division cellulaire (Bouet, 2019). Ces systèmes de partition sont présents au niveau 

d’un locus par qui est composé d’un opéron constitué de deux gènes qui codent pour une 

protéine motrice NTPase, et pour une protéine adaptatrice ou protéine de liaison au 

centromère (CBP) qui se fixe spécifiquement sur une séquence centromérique ou site de 

partition, située au niveau de ce locus, en amont ou en aval de l’opéron. Dans la figure 52 est 

représentée l’organisation génétique générale de ce locus qui peut différer selon le type de 

plasmide (Bouet, 2019). Les protéines constituant ce système de partition sont 

génériquement appelées ParA pour la protéine motrice NTPase, ParB pour la protéine 

adaptatrice (ou CBP) qui se fixe sur la séquence centromérique, parS. Cependant, il existe une 
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grande hétérogénéité de nomenclature entre les différents systèmes de partition étudiés 

(Bouet, 2019). 

Le premier locus de partition a été mis en évidence par des expériences de délétions et de 

complémentations sur la stabilité du plasmide F de chez E. coli :  il a été appelé sopABC (pour 

stability of plasmid) avec le gène sopA et sopB correspondant respectivement aux protéines 

ParA et ParB ; spoC correspondant à la région centromérique parS (fig. 53 ; Ogura, 1983). Ce 

même type de locus, appelé parABS, a été retrouvé sur le plasmide P1 de E. coli puis décrit sur 

les autres plasmides à faible nombre de copies (Austin, 1983a, 1983b ; Gerdes, 2010 ; Salje, 

2010b). Un locus par fonctionnellement équivalent a été trouvé quelques années plus tard 

pour la ségrégation du chromosome de Bacillus subtilis où ParA et ParB sont appelées 

respectivement Soj et Spo0j car ces gènes avaient déjà été définis pour leurs rôles dans la 

sporulation de Bacillus subtilis (Ireton, 1994) 
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Le site parS contient des séquences d’ADN spécifiques qui agissent comme un centromère sur 

lesquelles la protéine adaptatrice ParB, sous forme de dimère se fixe pour former un complexe 

de partition. La protéine motrice ParA est une NTPase qui lie et hydrolyse l’ATP en ADP pour 

fournir l’énergie afin de déplacer le complexe ParB-parS et diriger sa ségrégation. Trois types 

de systèmes de partition ont été identifiés et classés en fonction de la signature de leurs 

NTPases (Brooks, 2017 ; Debaugny, 2018 ; Bouet, 2019 ; Jalal, 2020a) : 

 - type I, ParABS : avec une ATPase à motif « Walker A box », appelée ParA. 

 - type II, ParMRC : avec une ATPase de type actine, appelée ParM. 

 -type III, ParTubZRC : avec une GTPase de type tubuline, appelée TubZ. 

Un quatrième système de partition a été trouvé plus récemment qui utilise une simple 

protéine avec une structure en super hélice, non-NTPase (Simpson, 2003). 

Bien que les loci qui codent pour les systèmes Par présentent une remarquable similitude dans 

leur organisation génétique, des différences fondamentales dans la séquence et la structure 

de leurs NTPases ont conduit à des mécanismes divergents de partition des plasmides (Brooks, 

2017). Chaque réplicon code pour son propre système ParABS et sa propre position 

intracellulaire dépend des interactions des trois composants ParABS. Le mécanisme dirigé par 
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ParA qui assure la localisation correcte et la ségrégation dirigée des réplicons dépend du 

positionnement du complexe de partition ParBS à l’intérieur du nucléoïde (Le Gall, 2016). 

 La ségrégation des chromosomes bactériens peut être divisée en trois étapes : (i) la 

séparation et relocalisation rapide des origines nouvellement répliquées, (ii) la ségrégation 

progressive des corps des chromosomes, et (iii) la séparation des terminus de réplication 

avant la fermeture du septum de division (Jalal, 2020a). 

 

   3-2-2-1 Ségrégation des origines de réplication. 

L'un des premiers modèles de ségrégation des chromosomes bactériens a été proposé par 

François Jacob et ses collègues (Jacob, 1963) qui ont suggéré que les origines nouvellement 

répliquées pouvaient être ancrées à la membrane cellulaire et la croissance et l’allongement 

des cellules par leur centre contribueraient passivement à leur ségrégation. Il est maintenant 

établi que l’élongation des bactéries ne se limite pas à la croissance de la zone médiane de la 

cellule mais se produit sur des sites répartis tout le long de la membrane (Typas, 2011). De 

plus, des études sur le suivi des origines ont montré que la vitesse de déplacement des origines 

est plus rapide que la vitesse d’élongation de la cellule (Viollier, 2004 ; Wang, 2010). 

Le locus par a tout d’abord été découvert pour les plasmides à faible nombre de copies et a 

été montré être essentiel pour leur maintien dans les cellules (Austin, 1983a, b ; Abeles, 1985 ; 

Mori, 1986). Le premier système de partition équivalent pour la ségrégation des chromosomes 

a été trouvé chez B. subtilis (Ireton, 1994 ; Lin, 1998).  

A partir d’une approche bio-informatique pour rechercher des sites parS putatifs dans tous les 

réplicons séquencés, incluant chromosomes et éléments extra-chromosomiques (400 

génomes procaryotes séquencés), Livny et collaborateurs (fig. 54) ont trouvé que 69% des 

souches contiennent des sites chromosomiques putatifs parS. Les espèces possédant ces sites 

sont présentes dans toutes les branches des procaryotes. Dans l’immense majorité des cas, 

les sites parS ont été identifiés dans la région proximale des origines de réplication du 

chromosome et à proximité du locus parAB. De plus aucun site parS caractéristique d’un 

chromosome principal n’a été identifié sur un chromosome secondaire. Ainsi les bactéries 

arborant plusieurs réplicons apparaissent posséder distincts locus par spécifique par réplicon 

(fig. 54 ; Livny, 2007).  
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    3-2-2-1a Les systèmes de partition de type II et III. 

● Les systèmes de partition de type II. 

Le système de partition de plasmide, ParMRC, de type II est probablement le système le mieux 

caractérisé d’un point de vue moléculaire. Le locus parMRC a été isolé à partir du plasmide R1 

à bas nombre de copies de chez E. coli. Ce locus parMRC est peu répandu, présent seulement 

sur quelques plasmides et n’a pas pu être identifié sur des chromosomes bactériens (Gerdes, 

1985 ; Salje, 2010a).  

Le locus opéron parMRC (fig. 55 A) code pour une protéine motrice ATPase de type actine, 

ParM, et une protéine adaptatrice, ParR. Il contient la région centromérique du plasmide, 

parC, composée de deux blocs de 5 séries de séquences répétées de 11bp chacune, 

interrompus par une région de 39bp contenant le promoteur. ParR est une petite protéine 

adaptatrice de 13kDa, avec un motif ruban-hélice-hélice (RHH2) qui se lie spécifiquement sur 

le site de partition, parC (Dam, 1994 ; Jensen, 1994 ; 1998). La protéine ATPase, ParM, est 

structurellement similaire à l’actine eucaryote, formant des faisceaux de filaments double 

brins (Van den Ent, 2002). Les protéines ParM forment de courts filaments en présence d’ATP 

qui présentent une forte instabilité dynamique, résultant de l’hydrolyse de l’ATP (Møller-

Jensen, 2003 ; fig. 55 C). L’utilisation d’un analogue non hydrolysable de l’ATP permet de 

stabiliser ces polymères en formant une protection contre la dépolymérisation (Garner, 2004 ; 

Popp, 2007). 

Le mécanisme moléculaire fondamental de la ségrégation de l'ADN par le système ParMRC est 

basé sur des faisceaux de filaments ParM de type actine qui, liés aux plasmides par ParR via 

les séquences parC poussent les plasmides vers les pôles opposés de la cellule par un 

mécanisme de polymérisation d’insertion (fig. 55 B, C). La polymérisation des protéines ParM 

fournit la force pour ségréger les plasmides.  

ParM subit un changement dynamique entre des périodes de croissance et de réduction, 

suggérant un mécanisme de « recherche et capture » où les filaments ParM peuvent explorer 

continuellement le volume de la cellule pour se lier au complexe ParR-parC (Garnier, 2007). 

Cette instabilité dynamique de ParM résultant de l’hydrolyse de l’ATP est cruciale pour la 

partition des plasmides. Les filaments ParM sont dynamiquement instables à moins qu'ils ne 

soient coiffés par le complexe nucléoprotéique ParR-parC lié au plasmide (Garnier, 2007). Ce 

n'est que lorsqu'ils sont coiffés par un complexe ParR-parC aux deux extrémités que les 
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filaments se stabilisent ; leur élongation bidirectionnelle ultérieure garantit que les plasmides 

liés aux filaments se déplacent vers les pôles opposés.  

La protéine ParM est cinétiquement apolaire et présente une élongation équivalente à chaque 

extrémité contrairement à l’actine ou la tubuline qui ont des propriétés cinétiques distinctes 

à chaque extrémité. Cela est probablement nécessaire pour permettre aux filaments ParM de 

déplacer les plasmides dans les deux directions, aux pôles opposés de la cellule (Garner, 2004 ; 

Popp, 2007).  

Ce modèle est conforté par une reconstitution fonctionnelle du système in vitro (Garner, 

2007). Cette reconstitution, qui fait encore défaut pour les autres types de systèmes de 

ségrégation, ne nécessite aucun acteur extérieur au système ParMRC. Ceci indique que le 

système est autonome et n’interagit probablement pas avec un éventuel facteur cellulaire 

pour assurer sa fonction de ségrégation.  

 

● Les systèmes de partition de type III. 

La découverte de la protéine motrice NTPase TubZ de type tubuline a permis d’identifier un 

troisième type de système de partition des génomes bactériens. Ce système de partition de 

type III consiste en une protéine motrice GTPase de type tubuline, appelé TubZ, une protéine 

adaptatrice, TubR et un site centromérique, tubC. Ce système de partition TubZRC a été 

retrouvé dans de nombreux grands plasmides porteurs des facteurs de virulence du genre 

Bacillus, notamment le plasmide pBtoxis de Bacillus thuringiensis (Tang, 2006) et le plasmide 

pXO1 de Bacillus anthracis (Akhtar, 2009) et Bacillus cereus (Hoshino, 2012). Il a été également 

trouvé dans des bactériophages des espèces Clostridium et Pseudomonas (Sakaguchi, 2005 ; 

Kraemer, 2012). Contrairement aux homologues de la famille FtsZ codés par le chromosome, 

et nécessaires à la division cellulaire bactérienne, les protéines de type tubuline transmises 

par les plasmides et les phages ont des fonctions différentes (fig. 56 A ; Fink, 2017). 

Le système le mieux étudié est celui trouvé sur le plasmide pBtoxis de B. thuringiensis. Ce 

plasmide contient un opéron qui code pour deux protéines (fig. 56 B) : ORF156 pour la 

protéine TubZ et ORF157 pour la protéine TubR (Berry, 2002 ; Larsen, 2007 ; Tang, 2007). La 

protéine TubR est une petite protéine de liaison à l’ADN de 11,6 kDa qui possède un motif 

hélice-tour-hélice (HTH2) trouvé dans un grand nombre de protéines de liaison à l’ADN, 

procaryotes ou eucaryotes. Elle ne présente aucune homologie de séquence avec une 

protéine connue. Elle se lie sur une séquence centromérique, tubC, qui est localisée 
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directement en aval des gènes tubZ et tubR sur le plasmide. Cette séquence est composée de 

7 répétitions de 12bp qui sont réparties en deux blocs de 3 et 4, séparés par 45bp (Tang, 2007 ; 

Aylett, 2012 ; fig. 56 B, C). La protéine TubZ est une protéine de 54,4 kDa qui peut s’assembler 

en filaments de manière GTP-dépendante. La protéine fait partie de la famille des GTPases de 

type tubuline qui peut s’assembler in vitro en présence de GTP et également in vivo (Larsen, 

2007) où l'extrémité positive d'un filament s'allonge, tandis que l'extrémité négative se 

rétracte, ce qui entraîne une polymérisation dans un mouvement dit de « tapis roulant ». La 

présence du complexe TubR-tubC accentue et stabilise la polymérisation (Aylett, 2012 ; Oliva, 

2012). L’utilisation de l’analogue non hydrolysable du GTP, le GTPS, stabilise ces polymères 

en formant une protection contre la dépolymérisation comme dans les systèmes de type II. Le 

complexe de partition prévient donc la dépolymérisation des filaments de tubuline en 

empêchant l’hydrolyse du GTP. 

 

Dans la figure 57 A est représenté le mécanisme de partition de type III dit du « tapis 

roulant » chez Bacillus thuringiensis : le complexe TubR-pBtoxis se lie à l’extrémité C-terminale 

des protéines TubZ via TubR. L’élimination des sous-unités TubZ au niveau de l’extrémité 

négative du polymère et l’ajout de sous-unités à l’extrémité positive allongent le filament et 

permettent au complexe TubR-pBtoxis de se déplacer comme sur un tapis roulant vers l’un 

des pôles de la cellule. Arrivé au niveau d’un de ces pôles, le complexe TubR-pBtoxis se 

détache du filament qui repart en direction de l’autre pôle pour récupérer le deuxième 

complexe TubR-pBtoxis et le transporter vers l’autre pôle de la cellule (Ni, 2010). 

Certains bactériophages contiennent des homologues de la protéine TubZ, appelé PhuZ, et le 

système TubZ serait requis pour la ségrégation de bactériophages circulaires comme pour le 

cycle du phage 2012-1 chez Pseudomonas chlororaphis (fig. 57 B). Dans les cellules infectées 

par le phage 2012-1, les filaments PhuZ semblent être ancrés aux pôles des cellules et 

s’allonger en direction des génomes phagiques afin de les maintenir au centre de la cellule 

pour être répliqués et encapsidés efficacement (Kraemer, 2012 ; Erb, 2014). 
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    3-2-2-1b Les systèmes de partition de type I : le système ParABS. 

Les systèmes de partition de type I, ParABS, sont les plus répandus pour les plasmides à faible 

nombre de copies et le seul type connu pour être présent sur les chromosomes bactériens 

(Salje, 2010b).  

Ils contiennent, comme pour les systèmes de type II et III, trois éléments essentiels : une 

séquence nucléotidique de type centromérique, parS, une protéine adaptatrice de liaison à 

l’ADN, ParB qui se fixe sur parS, et une protéine motrice ATPase de type Walker A (aussi 

appelée P-loop), ParA qui est impliquée dans le positionnement du réplicon en déplaçant le 

complexe ParB-parS grâce à l’énergie fournit par l’hydrolyse de l’ATP. 

Les séquences centromériques parS, appelées également centromères bactériens, sont des 

séquences d’ADN agissant en cis qui, avec les protéines ParA et ParB sont impliquées dans la 

ségrégation des plasmides et chromosomes. La liaison spécifique de ParB sur parS permet 

l’assemblage d’un large complexe nucléoprotéique, appelé « complexe de partition ». Dans 

les grandes familles de systèmes de partition, on observe une grande diversité au niveau des 

protéines ParB et du site parS, ainsi qu’un niveau de l’organisation du complexe de partition 

(Hayes, 2006 ; Bouet, 2019). 

 

● La séquence centromérique, parS. 

Le premier site d’ADN impliqué dans la partition chromosomique a été identifié chez Bacillus 

subtillis en 1998 par Lin et Grossman (Lin, 1998). Ce site a été identifié in vivo, par immuno-

précipitation, comme le site de liaison pour la protéine de partition chromosomique Spo0J, un 

membre de la famille des protéines de partition ParB. La protéine Spo0J est une protéine de 

liaison à l’ADN site-spécifique qui reconnait une séquence de 16bp trouvée dans le gène spo0J. 

Ce site, appelé parS, contient une répétition inversée de 8bp au niveau du gène spo0J (fig. 58). 

Huit sites ont été trouvés permettant la fixation de la protéine Spo0J in vivo, situés dans les 

20% du chromosome situé autour de l’origine de réplication. La présence de ce site dans un 

plasmide instable de B. subtilis le stabilise d’une manière Spo0J dépendante et confère une 

fonction de partition pour un réplicon hétérologue (Lin, 1998). A partir de la séquence 

palindromique consensus de 16bp identifiée chez B. subtilis, « 5’-TGTTNCACGTGAAACA-3’ » 

et des génomes disponibles dans les bases de données de l’époque, Lin et Grossman ont 
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identifié 10 autres génomes contenant ces séquences parS. Par une approche expérimentale, 

différentes équipes ont trouvé 7 autres espèces bactériennes contenant des sites parS. 
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En 2007, Livny, Yamaichi et Waldor, utilisant une matrice consensus parS à partir de Bacillus 

subtilis et Streptomyces coelicolor, ont effectué une approche bio-informatique pour 

rechercher des sites parS sur 400 séquences chromosomiques disponibles dans les bases de 

données. 69% des espèces bactériennes possèdent des séquences parS spécifiques, 

recouvrant toutes les branches de l’arbre évolutif procaryote (Livny, 2007). Ces données 

confirment les approches expérimentales, où les sites parS retrouvés dans 17 génomes sont 

très similaires à la séquence consensus de B. subtilis. Ces séquences parS sont le plus souvent 

proche de l’origine de réplication, 92% localisées dans les 15% du chromosome autour de 

l’origine de réplication (Livny, 2007). Le nombre de site parS est très variable que ce soit entre 

les différents genres bactériens qu’entre différentes espèces d’un même genre (fig. 54) : d’un 

seul site pour Thermus thermophilus ou Pasteurella multocida, à 20-22 pour Listeria ou 22-23 

pour Streptomyces (Livny, 2007). En moyenne on retrouve 1 à 8 sites. Dans le cas de bactéries 

multichromosomiques, les chromosomes principaux et secondaires ne possèdent pas le 

même site parS afin d’éviter les problèmes d’incompatibilité entre réplicons portant le même 

système de ségrégation.  
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La séquence palindromique consensus de 16bp identifiée chez B. subtilis, « 5’-

TGTTNCACGTGAAACA-3’ » rassemble un certain nombre de critères : (i) au moins 14bp (ii) un 

îlot central du palindrome composé de 2 nucléotides CG (iii) une région en 5’ riche en T 

(Passot, 2012).   

Contrairement aux unités parS chromosomiques qui sont des palindromes de 16 pb de 

séquence remarquablement uniforme ("universelle") dispersés dans la région entourant 

l'origine de réplication, les séquences centromériques plasmidiques, localisées proches des 
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gènes parAB, sont constituées de séquences répétées. Leur nombre, leur séquence ainsi que 

leur organisation peut varier d’un plasmide à un autre (tableau 2 ; fig. 52 ; fig. 59 ; Lin, 1983 ; 

Hayes, 2006 ; Passot, 2012). Les centromères des plasmides sont généralement constitués de 

répétitions directes d'ADN, mais peuvent inclure des répétitions inversées et/ou des 

répétitions directes à symétrie interne. Les répétitions peuvent être étendues, par exemple, 

sopC du plasmide F consiste en 12 répétitions en tandem d'un motif de 43 pb (Mori, 1989), 

mais seulement 10 sont fonctionnelles (Pillet, 2011) et parS de pTAR d’Agrobacterium 

tumefaciens contient 13 répétitions heptamériques qui sont séparées par un tour d’hélice à 

chaque fois (Gallie, 1987 ; Kalnin, 2000). En revanche, le site de partition OB3 du plasmide RK2 

est une séquence centrale palindromique plus simple de 13 pb, bien que des sites apparentés 

dispersés dans ce plasmide puissent également contribuer à la ségrégation (Williams, 1998). 

La liaison des facteurs de partition aux centromères induit probablement des changements 

topologiques dans la structure de l'ADN, en particulier dans les sites qui présentent des motifs 

de répétition étendus. Par conséquent, la structure d'ordre supérieur du ségrosome est 

cruciale pour son bon fonctionnement. 

 

● Les protéines adaptatrices ou les protéines se fixant sur les séquences parS : les protéines 

ParB.  

Chez les bactéries, la ségrégation ou partition des plasmides à faible nombre de copies et des 

chromosomes dépend de l'activité des protéines de liaison à l'ADN site-spécifiques qui 

reconnaissent une ou plusieurs copies d'un site d'ADN semblable à un centromère, les 

séquences parS. Ces "protéines de liaison au centromère" (ou CBP pour centromere binding 

protein) ou protéines adaptatrices ou ParB travaillent généralement de concert avec une 

ATPase, ce qui entraîne un mouvement et un positionnement dynamiques des plasmides ou 

des domaines chromosomiques au cours du cycle cellulaire (Wang, 2013 ; Baxter, 2014 ; 

Bouet, 2014). 

Les protéines de liaison au centromère appartiennent à l'une des deux classes structurelles 

suivantes : les protéines contenant un domaine de liaison à l’ADN de type hélice-tour-hélice 

(HTH2) ou ruban-hélice-hélice (RHH2). Chez les bactéries, toutes les protéines des systèmes de 

partition des chromosomes bactériens et de nombreux plasmides possèdent un domaine HTH.  

Elles partagent des propriétés similaires in vivo et in vitro, notamment une organisation 

similaire des domaines et des propriétés de liaison à l'ADN. Ils forment tous de grands 
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complexes de partition in vivo qui peuvent être visualisés comme des foyers en utilisant des 

approches de fluorescence (Funnell, 2016). 

Ces protéines ParB partagent une organisation en domaine similaire bien que la conservation 

de la séquence primaire ne soit pas très forte parmi les membres de cette famille. Les 

protéines peuvent être divisées en trois domaines (fig. 60) : 

 - un domaine N-terminal (NTD) qui contient un motif riche en arginine très conservé 

(GERRxRA) qui permet l’interaction protéine-protéine et protéine-ligand. Ce domaine est 

nécessaire pour l’oligomérisation des protéines et l’interaction avec ParA et stimule son 

hydrolyse de l'ATP (Surtees, 1999 ; Yamaichi, 2000 ; Funnell, 2016 ; Jalal, 2020a). Récemment 

une activité CTPase a été recensée au niveau de ce domaine NTD. ParB lie et hydrolyse la 

cytidine triphosphate (CTP) qui se fixe au niveau du patch d’arginine (Osorio-Valeriano, 2019 ; 

Soh, 2019). 

 - un domaine central de liaison à l’ADN (DBD) qui contient un motif type hélice-tour-

hélice (HTH) permettant la fixation spécifique des protéines ParB sur les séquences parS mais 

aussi des liaisons avec l’ADN non-spécifique (Sanchez, 2013 ; Funnell, 2016 ; Jalal, 2020a). 

 - un domaine C-terminal (CTD) qui est le domaine le moins bien conservé parmi les 

homologues de ParB. Ce domaine contient un motif en « glissière de leucine » ou leucine 

zipper qui est un motif de dimérisation et permet l’homodimérisation des protéines ParB 

(Surtees, 1999 ; Funnell, 2016 ; Jalal, 2020a). Le CTD de la protéine ParB de B. subtilis a aussi 

un patch d’acides aminés riches en lysine qui lui fournit des activités additionnelles de liaison 

à l’ADN non spécifique et de condensation de l’ADN (Fisher, 2017). 

Des liens flexibles relient les domaines, et une flexibilité dans l'organisation, l'orientation et le 

repliement des domaines a été observée dans des expériences biochimiques et des structures 

cristallines. 

Actuellement, la structure globale d’une protéine ParB n'est pas disponible. La flexibilité de 

ParB, due aux liens des d'acides aminés qui relient les domaines consécutifs, a entravé les 

efforts visant à cristalliser et à résoudre la structure d'une protéine complète. Néanmoins, des 

idées sur la structure-fonction ont été obtenues à partir d'études de cristallographie aux 

rayons X et de RMN utilisant un seul domaine ou des variantes tronquées de domaines de 

ParB provenant de diverses espèces bactériennes (Leonard, 2004 ; Schumacher, 2010 ; Jalal, 

2020a).  
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Les comparaisons structurelles ont suggéré que ParB, en particulier son NTD, peut adopter de 

multiples conformations alternatives qui pourraient faciliter l'assemblage d'un complexe 

nucléoprotéique d'ordre supérieur.  

L'assemblage du complexe de partition commence par la reconnaissance de parS par un 

dimère de ParB, suivi par le chargement de plusieurs dimères de ParB pour former un très 

grand complexe protéine-ADN (Baxter, 2014). Ces complexes d'ordre supérieur sont 

nécessaires à la fois comme substrats et comme activateurs des mécanismes de partition. Les 

séquences parS servent de point de nucléation pour l’assemblage de complexe de partition 

ParB-parS de haut poids moléculaire. Mesurée par des approches de ChIP-seq (Sanchez, 

2015), la fixation de ParB in vivo s’étend, s’étale au-delà des séquences parS sur l’ADN 

environnant, sur plus de 10kb autour du site parS (ChiP +PCR, Rodionov, 1999 ; Murray, 2006). 

Ce phénomène d’étalement ou « spreading » fait référence à la liaison de ParB aux régions 

d’ADN adjacentes du centromère d’une manière non-spécifique. Ce phénomène d’étalement 

a été initialement remarqué par la répression de gènes situés au voisinage des sites parS 

(Lynch, 1995 ; Rodionov, 1999). Cette capacité de réduire au silence les gènes environnants, 

spécialement quand ParB est surexprimée est une conséquence mais n’est pas requis pour la 

partition (Rodionov, 2004). Cependant ce « spreading » est nécessaire car des mutants ParB 

qui ne « s’étalent » pas, ont des défauts de partition (Debaugny, 2018). En particulier les 
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patchs d’arginine dans ParB sont nécessaires à cet étalement (Rodionov, 1999 ; Graham, 

2014 ; Debaugny, 2018). Ce « spreading » peut être bloqué par des complexes 

nucléoprotéines tel que les complexes d’initiation de la réplication dans le cas des plasmides 

P1 et F (Rodionov, 1999 ; Sanchez 2015) ou par des complexes répresseur-opérateur pour les 

chromosomes bactériens (Murray, 2006).  

Cet étalement n’est pas une caractéristique habituelle pour les protéines de liaison à l’ADN 

site-spécifique mais est commun aux protéines ParB à motif HTH et reflète comment ParB 

s’assemble en des complexes d’ordre supérieur (Rodionov, 1999 ; Murray, 2006 ; Sanchez, 

2015).  

  

Plusieurs modèles ont été proposés concernant l’assemblage d’un complexe nucléoprotéique 

ParB-ADN d’ordre supérieur impliqué dans la partition des génomes. 

 

Le premier modèle et le plus simple, « étalement en une dimension » ou « 1D-spreading », 

décrit l'étalement comme une association latérale protéine-protéine le long de l'ADN sous la 

forme d'un filament sur une dimension (fig. 61 A). Les dimères ParB se lient spécifiquement 

et fortement sur les séquences parS puis se propagent le long de l’ADN adjacent, dans les deux 

directions, par une polymérisation latérale de ParB due à des interactions protéine-protéine, 

formant un filament à partir de parS et pouvant couvrir jusqu’à 10 à 20 kb (Rodionov, 1999 ; 

Murray, 2006).  Cependant des études ultérieures ont montré que la concentration 

intracellulaire de ParB est trop faible pour former un filament en une dimension s’étalant sur 

une telle distance. Par une technique d’empreinte de pied ou « foot-printing », il a été montré 

qu’une protéine ParB (en l’occurrence Spo0J, l’expérience a été faite chez B. subtilis) occupe 

30bp, ce qui implique qu’il faudrait plusieurs centaines de molécules Spo0J par site parS 

(Murray, 2006). Par une approche d’immunoblots quantitatifs, Graham et collaborateurs ont 

montré qu’en moyenne chaque cellule contient 440 dimères Spo0J pour 24 sites parS soit 20 

dimères Spo0J pour chaque site parS (Graham, 2014). Avec ce modèle de « 1D-spreading », 

cela permettrait de couvrir seulement 500bp par site parS, beaucoup moins que les 10-20kb 

observés (Graham, 2014). Ceci est substantiellement plus bas que les 10-20kb d’ADN lié par 

ParB, observé par ChIP-chip (Murray, 2006). Cela est aussi vrai pour les ParB plasmidiques 

(Sanchez, 2015). 

 



132 
 

Le deuxième modèle « étalement et pontage » ou « spreading and bridging, » suggéré par 

Graham et collaborateurs combinerait un étalement de ParB mais sur des distances plus 

limitées avec des liaisons intra et intermoléculaires formant des boucles et des ponts 

permettant de construire de grands complexes nucléoprotéiques (fig. 61 B ; Graham, 2014). 

Ils ont réalisé des études de microscopies à molécule unique où l’ADN du bactériophage 

lambda est fixé par une de ces extrémités à une lame de microscope et étiré par un flux de 

tampon. Suite à l’introduction de ParB de B. subtilis et à sa fixation, l’ADN est compacté à 

partir de son extrémité libre.  Avec un marquage fluorescent de ParB, ils ont montré que ParB 

peut se fixer sur l’ADN non spécifiquement et qu’il n’y a pas d’enrichissement détecté au 

niveau de parS. De plus cette compaction ne commence seulement qu’après une fixation 
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suffisante de ParB à l’ADN.  L'ADN étiré par le flux a été condensé par ParB d'une manière qui 

est la plus cohérente avec le pontage de ParB à travers les boucles dans la même ou à travers 

différentes molécules d'ADN. De plus des mutations dans le patch d’arginine altèrent la 

formation de boucles de l’ADN in vitro. Ainsi l'activité de pontage de l'ADN permet à un 

nombre limité de molécules ParB de rapprocher des régions de l'ADN distantes de plusieurs 

kilobases dans un espace tridimensionnel pour former un complexe nucléoprotéique compact 

(Graham, 2014). La modélisation informatique suggère que ni les interactions 1D ni les 

interactions 3D ne pouvaient à elles seules générer des foyers de ParB mais qu’une 

combinaison du « spreading » associé à la formation de ponts en 3D sont nécessaires pour 

recréer le complexe nucléoprotéique condensé ParB-DNA observé in vivo (Broedersz, 2014). 

La principale mise en garde de ce modèle est que ces expériences n'ont pas pu démontrer une 

quelconque spécificité de séquence pour parS contrairement à ce qui est observé in vivo. Ce 

dernier modèle s'appuie sur des études analysant la liaison de ParB à l'ADN étiré par le flux, 

dans lesquelles aucun effet de la présence de parS n'a été détecté.  En effet, ParB de B. subtilis 

peut faire des boucles pour condenser l'ADN in vitro indépendamment de la présence de parS. 

Ceci contredit les données in vivo montrant que l'absence de sites parS empêche la formation 

de clusters. En effet parS est absolument nécessaire pour le regroupement des molécules ParB 

(Erdmann, 1999). De plus, le patch riche en lysine présent dans le CTD de la protéine ParB de 

B. subtilis n'est pas hautement conservé ; la protéine ParB de Caulobacter crescentus ne 

possède pas ces résidus lysine équivalents et ne peut ni faire des boucles ni condenser l’ADN 

in vitro (Jalal, 2019). 

 

A la même époque, un autre modèle permettant de mieux expliquer le confinement de ParB 

observé in vivo dépendant de parS a été énoncé par l’équipe de Jean-Yves Bouet (fig. 62 ; 

Sanchez, 2015 ; Debaugny, 2018). Son modèle « nucléation et encagement » ou « Nucleation 

and caging », propose qu’un réseau de liaison stochastique de ParB explique le regroupement 

des molécules de ParB autour de parS. Le site parS agit comme un centre de nucléation de 

ParB, tandis que des interactions protéine-protéine et protéine-ADN faibles mais synergiques 

confinent spatialement ParB dans un volume à l'intérieur des cellules. Pour développer ce 

modèle, une approche combinant microscopie de haute résolution, modèle mathématiques, 

études quantitatives à l'échelle du génome et biochimie a été entreprise tout d’abord en 

utilisant le système de partition de type I du plasmide F d’Escherichia coli (Sanchez, 2015) puis 
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le système de partition des chromosomes ParABS du chromosome principal de Vibrio cholerae 

(Debaugny, 2018). 

Ils ont regardé la localisation cellulaire de molécules ParBF seules dans des cellules vivantes 

avec un microscope PALM (Photo-Activated Localization Microscopy) puis leurs distributions 

spatiales à l’aide d’un microscope SMLM (Single Molecule Localization Microscopy) qui 

permet la détection et la localisation de molécules individuelles à l’échelle du nanomètre 

(Sanchez, 2015). L’analyse des données d’imagerie ont montré que la liaison de ParBF à parS 
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entraîne une concentration locale très élevée de la protéine in vivo, où plus de 90 % de ParBF 

dans la cellule sont confinées en cluster au niveau de parS. Cette distribution de ParBF autour 

de parS est similaire sur chromosome (Debaugny, 2018). Des données de ChIP-seq indiquent 

que la fixation de ParBF est très forte au niveau de parS puis diminue fortement. Ainsi ParBF 

présente une forte affinité pour le site parS et des affinités faibles pour l’ADN non spécifique 

ou pour lui-même (fig. 62 A). La nucléation de ParBF par parS crée et maintient une 

concentration localisée très élevée de ParB dans une "cage" par de nombreuses interactions 

faibles mais dynamiques avec lui-même (interactions dimère-dimère via les domaines N-

terminaux), ainsi qu'avec l'ADN non spécifique autour de parS. Ces interactions peuvent se 

produire de manière stochastique à une fréquence très élevée, en particulier au niveau du 

point de concentration maximale de ParB in vivo. Des expériences de redistribution de 

fluorescence après photoblanchiment (FRAP) ont montré que les molécules ParBF s’échangent 

très rapidement ente les différents clusters mettant en lumière la nature dynamique des cages 

ParB-ADN. La modélisation informatique de ParB autour de parS ne va pas dans le sens d’une 

une propagation latérale 1D seule ou d’une combinaison de propagation 1D et de pontage 3D, 

excluant les deux modèles précédents. Ce modèle « nucleation and caging » est cohérent 

avec les données in vivo et il a été appliqué au système de partition des chromosomes de 

Vibrio cholerae indiquant que ce mécanisme stochastique d'auto-assemblage est largement 

conservé des plasmides aux chromosomes (fig. 62 B ; Sanchez, 2015 ; Funnell, 2016 ; 

Debaugny, 2018 ; Jalal, 2020a). 

 

Récemment un nouveau co-facteur de ParB a été découvert : le dimère ParB lie la cytidine 

triphosphate (CTP) et l’hydrolyse en cytidine diphosphate (CDP) plus un phosphate 

inorganique (Osorio-Valeriano, 2019 ; Soh, 2019 ; Jalal, 2020b). Une structure co-crystalline 

montre la liaison de CTP avec le patch d’arginine dans le NTD de la protéine ParB de B. subtilis. 

CTP (ou CDP) est pris en sandwich entre deux NTD, ainsi promouvant une nouvelle interface 

de dimérisation au niveau du NTD qui n’avait pas été observée auparavant (Osorio-Valeriano, 

019 ; Soh, 2019).  

 

Un nouveau modèle est suggéré : « le glissement latéral de la pince ParB-CTP sur l’ADN » ou 

« sliding on DNA ». Des expériences de liaisons covalentes ou « cross-linking » et d’imagerie 

de molécule unique ont montré que lorsque le dimère ParB lie la CTP au niveau de son NTD, 
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une nouvelle dimérisation au niveau du NTD s’effectue et cela crée une sorte de pince qui 

attrape l’ADN à l’intérieur de sa cavité centrale. La liaison de CTP au dimère ParB fixé sur son 

site parS induirait un changement de conformation du domaine de liaison à l’ADN (DBD) qui 

rend incompatible la liaison avec parS. Ainsi CTP libérerait ParB de son site parS permettant 

un glissement de ParB de son site parS à haute affinité vers de l’ADN voisin à faible affinité. 

CTP servirait probablement de faire passer ParB d’un mode de nucléation à un mode 

coulissant (fig. 63 ; Osorio-Valeriano, 2019 ; Soh, 2019 ; Jalal, 2020a). Plusieurs arguments 

viennent étayer ce modèle de pince ParB-CTP, (i) des protéines de liaisons à forte affinité pour 

l’ADN peuvent bloquer l’étalement du couple ParB-CTP de B. subtilis et C. crescentus sur l’ADN 

in vitro (fig. 63), (ii) ParB de C. crescentus ne s'accumule que sur l'ADN dont les deux extrémités 

sont bloquées pour éviter un trop grand étalement. L’hydrolyse de CTP par ParB pourrait servir 

à recycler ParB entre les modes de nucléation et de translocation (Soh, 2019, Jalal, 2020b). Ce 

modèle « sliding on DNA » ne serait pas incompatible avec le modèle « nucleation and 

caging ». 
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● Une protéine motrice ATPase de type Walker A : la protéine ParA. 

L’ATPase ParA est le troisième élément du système de partition ParABS, de type I, qui permet 

la ségrégation des plasmides à faible nombre de copies et de la plupart des chromosomes 

bactériens. C’est l’élément moteur du système en fournissant l’énergie pour permettre la 

ségrégation des réplicons, en fixant et hydrolysant l’ATP. 

ParA est une ATPase qui fait partie de la grande superfamille des GTPases à boucle P (P-loop) 

qui comprend deux classes, TRAFAC et SIMIBI. ParA fait partie de cette dernière qui fonctionne 

sous forme de dimères (Leipe, 2002). La caractéristique principale de cette ATPase est qu’elle 

contient un motif « atypique Walker A » : [KGGxxGKT], contenant deux lysines conservées 

(Motallebi-Veshareh, 1990 ; Lutkenhaus, 2012). La seconde lysine est commune à tous les 

motifs Walker A et elle est impliquée dans la liaison et l’hydrolyse de l’ATP tandis que la 

première est appelée « la signature lysine » pour la classe ParA des ATPases. Elle participe à 

la dimérisation de ParA en se liant au phosphate de l’ATP lié à une autre sous-unité. Cette 

lysine est essentielle pour l’hydrolyse de l’ATP et elle est l’équivalent fonctionnel du doigt 

d’arginine trouvé dans les protéines GAP qui activent les activités GTPases des protéines Rho 

et Ras (Lutkenhaus, 2012). 

  

Les premières études sur la ségrégation des plasmides et des chromosomes ont proposé un 

mécanisme de poussée/traction de l'ADN par un filament linéaire ou hélicoïdal de ParA, 

semblable à l'appareil du fuseau mitotique chez les eucaryotes. Selon ce modèle, ParA liée à 

l’ATP se polymériserait en une structure filamenteuse le long de la cellule, avec l’extrémité du 

filament capturant le complexe nucléoprotéique ParB-ADN. ParB se lie à ParA et stimule son 

activité ATPase pour hydrolyser l'ATP, dépolymérisant ainsi le filament de ParA et entraînant 

simultanément le complexe ParB-ADN (donc le plasmide/chromosome) le long du filament 

rétracté vers le pôle cellulaire opposé (Fogel, 2006 ; Ptacin, 2010). De telles observations ont 

conduit à rechercher un système de traction basé sur un filament actif, à travers les pôles. 

Malgré la capacité de polymérisation de ParA in vitro (Leonard, 2005), aucun filament de ce 

type n’a été trouvé in vivo (Le Gall, 2016). Au lieu de ça, ParA a été montrée se lier à l’ADN 

chromosomal de façon non spécifique ce qui apparait être une étape nécessaire dans son 

interaction avec ParB (Bouet, 2007 ; Castaing, 2008). De plus ParB lie et hydrolyse la CTP, parS 

dépendante qui à son tour est essentiel pour l’interaction ParB-ParA. 
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Les récents progrès réalisés dans les expériences de reconstitution in vitro (Hwang, 2013 ; 

Vecchiarelli, 2013, 2014), parallèlement aux approches de microscopie à super-résolution 

(Lim, 2014 ; Le Gall, 2016), ont fourni de nouvelles informations sur le fonctionnement interne 

de la partition médiée par ParA qui remettent en question les modèles établis basés sur les 

filaments. Collectivement, ces expériences montrent que, contrairement à la mitose 

eucaryote, la machinerie de partition de type ParA conduit le mouvement dirigé de l'ADN sans 

la formation de structures filamenteuses. 

Des études récentes ont convergé vers un nouveau modèle dans lequel la partition de type 

ParA est déterminée par une motilité dirigée par un mouvement « brownien à cliquet ».  

En quoi consiste ce concept de « cliquet Brownien » ou « Brownian ratchet » : considérons 

une particule diffusant dans une dimension divisée en intervalle, où chaque frontière entre 

deux intervalles est comme un cliquet. Une particule peut passer librement à travers une 

frontière venant de la gauche, mais elle ne peut pas revenir en arrière une fois passée cette 

frontière. A cause de l’irréversibilité imposée par le cliquet, la particule diffusible subit un 

mouvement dirigé vers la droite même si la particule, intrinsèquement diffuse dans toutes les 

directions. Ce mouvement dirigé nécessite certainement un apport d'énergie ; mais plutôt que 

de fournir directement l’énergie pour le mouvement, l’apport d’énergie peut servir à établir 

les cliquets et ainsi rectifier le mouvement brownien pour produire un mouvement biaisé (Hu, 

2017). Il est important de noter que ce concept de « cliquet Brownien » ne va pas à l’encontre 

des lois de la thermodynamique mais fournit un mécanisme alternatif pour générer un 

mouvement dirigé communément trouvé dans, ou proposé pour, plusieurs protéines motrices 

(Hu, 2017). Deux conditions sont requises pour ce « cliquetage Brownian » : un 

environnement asymétrique qui nécessite de l’énergie et impose la direction du mouvement, 

et une diffusion aléatoire de l'objet qui "surfe" sur cette asymétrie, perpétuant le mouvement 

dirigé (Hu, 2017). 

Trois modèles « de cliquet Brownien » médiés par parA sont proposés et tous partagent la 

même biochimie du système ParA ; mais ils diffèrent dans les aspects mécaniques (Hu, 2017) : 

le modèle « de « Diffusion-ratchet », le modèle de « DNA-relay » ou « relais de l’ADN »et le 

modèle de « Hitch-Hiking » ou « Auto-stop ». 

  

- le modèle « diffusion-ratchet » : ce modèle a été proposé par l’équipe de Mizuuchi à la suite 

de travaux notamment de Ling Hwang et Anthony Vecchiarelli (Vecchiarelli, 2010, 2013, 2014 ; 
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Hwang, 2013). Mizuuchi et ses collègues ont tout d’abord regardé comment l’ATP promeut et 

régule l’activité de liaison à l’ADN de l’ATPase ParA. Par des analyses en microscopie TIRFM 

(Total Internal Reflection Fluoresence Micoscopy) ils ont regardé l’interaction entre l’ADN et 

une version fluorescente de ParA. Ils ont montré que ParA se lie à l’ADN non-spécifique 

(ADNns) en présence de ATP sous forme dimérique. Cette liaison à l’ADN ne nécessite pas une 

hydrolyse de l’ATP mais la fixation de l’ATP par ParA induit une lente transition 

conformationnelle en plusieurs étapes de ParA qui permet à ParA de se fixer à l’ADNns. La 

cinétique fournit un délai temporel pour permettre un lent cycle entre les formes liées et non 

liées de ParA. La première transition (2-50s) correspond la fixation de l’ATP qui induit un 

changement de conformation. La deuxième transition, plus longue (10min), permettrait à 

ParA-ATP de passer dans un état stable ce qui induirait un délai temporel pour ParA avant de 

pouvoir se refixer sur l’ADN (Vecchiarelli, 2010). Un mutant ParA qui fixe l’ATP mais qui ne 

peut pas subir de changement conformationnel, ne peut pas se fixer à l’ADN et est déficient 

pour la partition, in vivo.  

 

Mécanisme cinétique qui illustre cette transition 

ParA*2:ATP2 = intermédiaire stable de ParA lié à l’ATP sous-forme dimère, à la suite d’un lent 

changement de conformation, ATP spécifique, et qui précède l’hydrolyse. 

Ainsi ce délai temporel, combiné avec la stimulation de l’activité ATPase de ParA par ParB liée 

au plasmide ou ADN, génère une distribution inégale de ParA associée au nucléoïde et fournit 

une force motrice pour la ségrégation. Le nucléoïde servirait de matrice sur laquelle les 

plasmides se déplaceraient sous l’action de ParA et ParB (Vecchiarelli, 2010). 

Pour étudier les interactions entre ParA et les autres intervenants du système de partition, 

Hwang et ces collègues ont reconstitué, in vitro, un système de partition du plasmide P1 médié 

par ParA à l'intérieur d'une cellule à écoulement recouverte d'ADN, qui agit comme un 

nucléoïde artificiel (fig. 64). La dynamique du système a été visualisée à l'aide de la TIRFM qui 

permet d’illuminer seulement les molécules qui sont associées au tapis d’ADN (Hwang, 2013). 

Ainsi ParB, liée aux séquences parS du plasmide, interagit avec ParA-ATP fixée non 
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spécifiquement au tapis d’ADN. ParB stimule l’activité ATPase de ParA qui hydrolyse l’ATP, via 

un motif « doigt d’arginine » (ou arginine finger ; Ah-Seng, 2009) ce qui entraine la dissociation 

du dimère ParA en monomères individuels qui ne se lient plus au tapis d’ADN, ce qui conduit 

au détachement du plasmide. La stimulation de l’activité ATPase crée un gradient local de 

ParA-ATP avec moins de ParA-ATP liée au tapis d’ADN près du complexe ParB-plasmide. Ce 

mouvement brownien accélère l'élimination de ParA du tapis d'ADN environnant, créant une 

zone de déplétion de ParA. Les séries de transitions dépendant de l’ATP retarde la réactivation 

de ParA pour se fixer à l’ADN. Ce délai temporel, observé par Vecchiarelli en 2010, aurait pour 

conséquence la diffusion de ParA et défavoriserait la fixation de ParA-ATP au même endroit. 

Le mouvement initial du complexe ParB-ADN dans une direction choisie renforce le 

mouvement continu dans la même direction, ce qui entraîne un mouvement directionnel à 

longue distance de l'ADN. Les travaux de Mizuuchi et de ces collègues soutiennent un modèle 

de diffusion-ratchet, où ParB fixée au plasmide repousse et redistribue le gradient de ParA sur 

le nucléoïde, qui à son tour permet de mobiliser le plasmide (fig. 65 ; Vecchiarelli, 2010, 2013, 

2014 ; Hwang, 2013). 
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- le modèle « DNA-relay » : combinant des approches biochimiques, d’imageries 

quantitatives, et de modélisations mathématiques chez Caulobacter crescentus, Lim et ces 

collaborateurs (Lim, 2014) ont présenté une évolution du modèle « diffusion-ratchet » où ils 

ont introduit une notion « d’élasticité et de mouvement dynamique de l’ADN » qui aide ou 

dirige la translocation du chromosome sur de courtes distances. C’est le modèle « DNA-relay » 

(fig. 66 ; Lim, 2014). Sur la base de la modélisation informatique, il a été avancé que la diffusion 

à courte distance d'un complexe ParB-ADN le long du gradient de ParA-ATP pourrait ne pas 

être suffisante pour expliquer une ségrégation unidirectionnelle robuste du chromosome vers 

le nouveau pôle cellulaire et que le modèle de diffusion à cliquet devrait être étendu pour 

incorporer une composante d'élasticité de l'ADN (Lim, 2014 ; Jalal, 2020). 

Le suivi d’un locus chromosomique en « time-lapse » montre que sa localisation est 

dynamique, qu’il bouge autour de son point d’équilibre au cours du temps, impliquant une 

élasticité de l’ADN. Dans ce modèle « DNA-relay », les dimères ParA-ATP liés à un locus d’ADN 
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fluctuent autour du point d’équilibre de ce locus. Lorsque le système de partition s’attache à 

un dimère de ParA-ATP qui est étiré par rapport à son point d’équilibre, cela entraine une 

force élastique qui déplace le complexe vers le point d’équilibre du locus sur lequel est fixé 

ParA jusqu’à ce que l’hydrolyse de l’ATP le détache. Dans ce modèle, les complexes ParA-ATP 

liés à l'ADN peuvent exploiter la dynamique élastique du chromosome pour relayer le 

complexe de partition sur une longue distance d'un emplacement de l'ADN à un autre (Lim, 

2014 ; Jalal, 2020).  

 

- le modèle « hitch-hiking » :   les modèles précédents proposaient que les composants du 

complexe de partition ségrégent à travers l'espace entre la surface du nucléoïde et la 

membrane. Ces différents modèles proposent des schémas de localisation distincts des 

composants Par à l'intérieur ou autour du nucléoïde. Pour détecter directement la localisation 

3D des complexes de partition du plasmide F ou du chromosome de B. subtilis à l’intérieur du 

volume du nucléoïde, Le Gall et ses collaborateurs (Le Gall, 2016) ont combiné un marquage 

à haute densité du chromosome entier avec de la microscopie à illumination structurée (3D-

SIM). La localisation des complexes de partition est détectée par un marquage fluorescent de 

la protéine ParB. Les complexes de partition sont confinés à l’intérieur du nucléoïde bactérien 

que ce soit pour les systèmes plasmidiques ou chromosomiques (Le Gall, 2016), consistant 

avec les premières observations à partir de ParB de B. subtilis (Marbouty, 2015).  Les 

complexes de partition plasmidiques et chromosomiques sont positionnés le long de l’axe 

longitudinal. Les complexes de ségrégation du plasmide F, ParBSF sont localisés dans le quart 

du nucléoïde, tandis que pour le chromosome ParBSBsu, ils sont positionnés près des bords du 

nucléoïde. Utilisant la microscopie 3D-SIM, la protéine ParA est également distribuée à 

l’intérieur du nucléoïde, en patch dans un gradient asymétrique le long de l’axe longitudinal 

avec une plus grande densité à un pôle de la cellule (Le Gall, 2016). En utilisant une 

combinaison de mutants pour ParA qui affectent la liaison à l’ADN ou l’activité d’hydrolyse de 

l’ATP, il s’est avéré que la localisation volumétrique des complexes de partition à l’intérieur 

du nucléoïde nécessite la fixation de ParA à l’ADNns aussi bien que la stimulation de l’activité 

ATPase de ParA par ParB. ParA détermine la localisation 3D des complexes de partition à 

l’intérieur du nucléoïde (Le Gall, 2016). En 2015, une nouvelle caractéristique structurale du 

nucléoïde bactérien de B. subtilis a été décrite, les HDRs pour High Density chromosomal 

Regions : ces HDRs représentent des régions du nucléoïde qui contiennent une quantité 
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d’ADN plus dense et où l’ADN est plus fortement compacté probablement en raison de 

l'association stochastique et dynamique des domaines d'interaction chromosomique. Ces 

HDRs ont également été caractérisées pour le chromosome de E. coli (Marbouty, 2015). Des 

analyses utilisant la 3D-SIM deux couleurs, ont montré que ParB et les HDRs ont un degré de 

colocalisation (63 ± 36%) plus grand que le hasard (20%) suggérant que les complexes de 

partition peuvent interagir avec les HDRs pendant la ségrégation et persistent à travers le cycle 

cellulaire. De même, ParA et les HDRs présentent un large degré de corrélation de position 

(82 ± 24%) même plus élevé que celui avec le complexe de partition (Marbouty, 2015 ; Le Gall, 

2016). Le mouvement dynamique d’une molécule unique de ParA a été suivi dans des cellules 

vivantes par spt-PALM (single-particule tracking PALM) qui a révélé deux états : une 

population de ParA qui explore de larges régions du nucléoïde et une population de ParA 

statique, localisée au niveau des patchs. Le nombre de patchs statiques ParA est similaire au 

nombre de patchs ParA colocalisants avec les HDRs, observés par 3D-SIM. Cette localisation 

de ParA aux HDRs est importante pour la localisation volumétrique et une ségrégation 

correcte des complexes de partition (Le Gall, 2016). 

Pour résumer les résultats des travaux de l’équipe de Marcello Nollmann : tous les 

composants de la machinerie de partition sont localisés à l'intérieur du nucléoïde pendant la 

ségrégation. La liaison à l'ADN et l'activité ATPase de la protéine de transport ParA sont 

essentielles pour cette localisation. Ces résultats appellent à une réévaluation de plusieurs 

aspects des modèles précédemment proposés.  

A partir de ces données ils présentent un nouveau mécanisme : le modèle « hitch-hiking » (fig. 

67) :  

(i) ParA-ATP s'assemble en petits patchs dans les régions à forte densité d'ADN (HDRs), 

(ii) les complexes de partition ParB-parS stimulent fortement l’activité ATPase de ParA fixée 

sur l’ADNns conduisant à sa dissociation de l’ADN (voir modèle « diffusion-ratchet » ; 

Vecchiarelli, 2010 ; 2014). ParB, présent dans les complexes de partition, interagit avec ParA 

liée à l’ADNns dans les HDRs entrainant leur dissociation progressive et la libération de ParA-

ADP qui diffuse rapidement dans la cellule. ParA peut de nouveau fixer l’ATP, se dimériser et 

se lier à l’ADNns (fig. 67, schéma de droite). 

(iii) une fois le complexe de partition ParB-parS a épuisé ParA dans son voisinage, il peut 

diffuser vers la HDR le plus proche enrichie en ParA, se déplaçant ainsi le long de la distribution 

hétérogène de ParA, d’HDRs en HDRs, permettant la ségrégation des réplicons de la bactérie. 
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Le mouvement des complexes de partition est composé d'une composante de diffusion 

brownienne et d'un biais directionnel, les constituants essentiels d'un mouvement de 

brownien-ratchet. 

 

 

   3-2-2-2 Ségrégation de l’ensemble du chromosome. 

A l’inverse de la ségrégation active, rapide et dirigée des origines de réplication, médiée par 

un système spécifique, la ségrégation du « corps » du chromosome est un processus lent et 

progressif qui suit la réplication (Nielsen, 2006a, 2006b) et ne nécessite probablement pas de 

mécanisme dédié. La ségrégation des origines de réplication via le système ParABS pourrait 
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entrainer le reste du chromosome de chaque côté de la cellule. Les deux copies du 

chromosome seraient ainsi ségrégées de façon concomitante à la réplication. 

Deux études suggèrent que la ségrégation pourrait résulter en grande partie de forces 

entropiques, arguant que, si le chromosome est un polymère auto-évitant, la maximisation de 

l'entropie va intrinsèquement séparer les deux chromosomes (Jun, 2006, 2010). Cependant, 

l'entropie seule ne peut pas expliquer la vitesse de ségrégation des chromosomes en masse 

chez E. coli.  

Des études menées chez E. coli ont montré que les loci frères répliqués restent ensemble 

pendant environ 7 à 10 minutes avant d'être rapidement séparés (Joshi, 2011). De plus, les 

chromosomes frères forment probablement des précaténanes, des structures dans lesquelles 

l'ADN des chromosomes frères s'enchevêtre topologiquement (Joshi, 2011, 2013 ; Wang, 

2008a). Ainsi, les régions récemment répliquées ne peuvent pas se séparer tant qu’elles ne 

sont pas démêlées via la topoisomérase IV. Une fois libéré des contraintes topologiques et des 

attaches à base de protéines, l'ADN dupliqué se déplace dans les deux sens, produisant 

probablement un état plus détendu dans les chromosomes frères naissants. 

Bien que les forces purement physiques jouent un rôle majeur, voire dominant, dans la 

ségrégation des chromosomes, les NAP et d'autres protéines associées aux chromosomes y 

contribuent probablement aussi (Junier, 2014). Par exemple, les NAP qui compactent l'ADN, 

comme les protéines HU et IHF, facilitent probablement la ségrégation des chromosomes 

récemment dupliqués vers les côtés opposés des cellules (Hong, 2011 ; Swiercz, 2013). Des 

mutants des protéines HU et IHF présentent des défauts de ségrégation avec une 

augmentation de cellules anucléées (Huisman, 1989, Kaidow, 1995). De même des mutants 

de la gyrase, de la topoisomérase I ou IV, enzymes impliquées dans le super-enroulement 

négatif, peuvent entrainer ces mêmes défauts de ségrégation. La Topoisomérase IV, qui résout 

les précaténanes entre les chromosomes frères, pourrait être particulièrement critique. 

Lorsque son activité est perturbée, les cellules peuvent achever la réplication des 

chromosomes, mais ils restent souvent colocalisés (Wang, 2008a). 

Un autre acteur clé de la ségrégation chromosomique est le complexe SMC/ScpA/ScpB, ou le 

complexe apparenté MukB/MukE/MukF que l'on retrouve chez E. coli et d'autres γ-

protéobactéries (Britton, 1998 ; Danilova, 2007 ; Jensen, 1999 ; Niki, 1991). Chez E. coli, 

l'absence de MukB entraine la perte de l’orientation gauche-ori-droite des chromosomes et 

conduit à une augmentation de la formation de cellules anucléées, ce qui indique que MukBEF 
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peut favoriser une ségrégation chromosomique correcte. Bien qu’il ne soit pas très clair 

comment MuKBEF intervient au niveau de ce phénomène, des études ont montré qu’il stimule 

directement la topo IV, indiquant que MukBEF contribue aux démêlages des chromosomes 

frères (Hayama, 2010 ; Li, 2010 ; Nicolas, 2014). 

Chez B. subtilis les protéines SMC pourraient favoriser la ségrégation des chromosomes, car 

les cellules dépourvues de SMC présentent une série de défauts de partition des 

chromosomes (Britton, 1998 ; Gruber, 2009 ; Sullivan, 2009), notamment au niveau de la 

ségrégation des origines (Gruber, 2014 ; Wang ,2014a, 2014b). Comme chez E. coli, la SMC est 

recrutée dans les régions du chromosome proches de l'origine par une interaction directe avec 

ParB. Cependant, contrairement à la protéine MukB d'E. coli, SMC ne semble pas fonctionner 

en favorisant l'activité de la Topo IV (Wang, 2014b) mais serait plutôt impliquer pour 

condenser l'ADN chromosomique, aidant les chromosomes frères à éviter de s'enchevêtrer et 

augmentant l'efficacité globale de la ségrégation chromosomique.  

 

   3-2-2-3 Terminaison de la ségrégation. 

Même si la ségrégation des origines de réplication entraine l’ensemble du chromosome, la 

ségrégation finale des extrémités des chromosomes nécessite un mécanisme dédié, pour 

éviter notamment que deux copies répliquées restent entremêlées en raison d’un 

surenroulement généré par la réplication ou que des chromosomes dimériques se forment à 

la suite de recombinaisons entre chromosomes frères (Adams, 1992 ; Peter, 1998 ; Steiner, 

1998). 

L’ADN translocase FtsK est un composant majeur de l’appareil de ségrégation. Elle se lie et 

stimule la topoisomérase IV pour décaténiser les chromosomes (Espeli, 2003).  

De plus FtsK active directement la recombinase à tyrosine XerCD qui résout les problèmes de 

chromosomes dimères (Grainge, 2007 ; Steiner, 1999). FtsK reconnait de courts motifs de 8bp 

appelés KOPS (FtsK Orienting Polar Sequence) qui sont surreprésentés dans le chromosome 

et dont l’orientation est orientée et guident FtsK vers des sites dif (deletion induced 

filamentation) où FstK active la recombinase à tyrosine XerCD (Bigot, 2005 ; Löwe, 2008 ; 

Sivanathan, 2006). XerCD ouvre l’ADN au niveau d’un site dif. La recombinaison site-spécifique 

entre deux loci est activée par une interaction entre FtsK et XerD en activant son activité 

catalytique (Bigot, 2005).  
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L'activité de la translocase FtsK n’est pas essentielle chez E. coli, vraisemblablement parce que 

les chromosomes dimères ne sont produits que dans ∼15% des cellules par cycle de 

réplication, mais en absence des protéines MukBEF, ftsK est essentiel à la vitalité.  Comme ces 

protéines MukBEF sont une composante majeure de la ségrégation des chromosomes, Ftsk 

devrait contribuer à la ségrégation des chromosomes en favorisant la décaténation et la 

résolution des chromosomes (Badrinarayanan, 2015). 

Chez la plupart des bactéries, la cytokinèse est activement retardée jusqu'à ce que les 

chromosomes fréres soient complètement séparés vers les côtés opposés de la cellule, 

empêchant la guillotine de l'ADN. Chez E. coli, le mécanisme responsable, appelé occlusion du 

nucléoïde, implique une protéine appelée SlmA qui se lie à des sites spécifiques de l'ADN qui 

sont enrichis dans la région terminale-proximale du chromosome. SlmA se lie également et 

bloque la polymérisation de FtsZ (Bernhardt, 2005). Par conséquent, SlmA bloque la division 

cellulaire jusqu'à ce que les régions terminales-proximales du chromosome aient été séparées 

du milieu de la cellule (Bernhardt, 2005). 

 Chez B. subtilis, un mécanisme similaire se produit, impliquant la protéine non apparentée 

Noc, qui se lie à des séquences d'ADN à travers le chromosome. Noc ne cible pas 

spécifiquement FtsZ ou d'autres protéines de division cellulaire ; au lieu de cela, elle semble 

former de grands complexes nucléoprotéiques qui bloquent physiquement l'appareil de 

division (Adams, 2015 ; Wu, 2004,2009). 

 

4- Le système ANCHOR. 

 4-1 Principe et applications du système de visualisation de locus génomique en 

temps réel : le système ANCHOR. 

A partir du système de partition des génomes bactériens de type I, le système ParABS, l’équipe 

de Kerstin Bystricky a développé un nouveau système de marquage non intrusif de locus 

génomique en temps réel, le système ANCHOR. Ce système est basé sur les propriétés de 

fixation de la protéine adaptatrice ParB sur les séquences centromériques, parS. Les protéines 

ParB (appelée OR dans le système ANCHOR) se fixent sous forme de dimères sur des 

séquences palindromiques de 16bp, contenues dans les séquences parS, constituant une unité 

ANCH, entre 300 et 1000 bp. Elles recrutent, par des interactions protéine-protéine, d’autres 
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dimères ParB qui se lient de manière non spécifique à l’ADN adjacent pour former un 

complexe nucléoprotéine. Bien que le mécanisme d’assemblage du complexe 

nucléoprotéique ParB-ADN ne soit pas complétement explicité (voir ci-dessus § 3-2-2-1b : le 

système ParABS), il faut retenir que la protéine ParB (ou OR) se fixe fortement sur des 

séquences spécifiques parS (ANCH), qu’elle s’étend avec des interactions faibles que ce soit 

ParB-ADNns ou ParB-ParB créant un environnement autour des séquences parS permettant 

de recruter suffisamment de protéines ParB pour créer un foyer de fluorescence (Audibert, 

2020). Le principe du système ANCHOR est basé sur l‘oligomérisation de protéines de liaison 

à l’ADN sur des séquences spécifiques plutôt que sur une répétition de séquences d’ADN 

comme sont définis les autres systèmes de visualisation de loci génomiques (FROS, TALEN, 

CRISPR/Cas9 …). Les composants du système ANCHOR développé par l’équipe de Kerstin 

Bystricky sont dérivés du système de partition des réplicons de l’espèce multi-chromosomales 

Burkholderia cenocepacia, pour les chromosomes c2 et c3 (tableau 2 ; Saad, 2014). 

Au début des années 2000, le système ParB-parS avait déjà été utilisé pour visualiser des 

régions spécifiques d’ADN chromosomique dans des bactéries vivantes (Li, 2002a, b ; Nielsen, 

2006a, b ; Youngren, 2014). Il était basé sur le système de partition du plasmide P1 

d’Escherichia coli ou sur celui du plasmide de virulence pMT1 de Yersinia Pestis. Ils ont été 

utilisés, notamment, dans des études pour déterminer la dynamique de ségrégation des 

chromosomes chez E. coli (Li, 2002a, b ; Nielsen, 2006a, b ; Youngren, 2014). Mais le facteur 

bactérien « Integration Host Factor » (IHF) est nécessaire que la protéine ParB forme un 

complexe effectif sur sa séquence parS spécifique. De plus une protéine ParB délétée de ses 

30 premiers résidus devait être utilisée pour éviter qu’elle interagisse avec la protéine ParA. 

Sous ces conditions, le mécanisme qui dirige le mouvement des plasmides est absent. 

L’utilisation était restreinte à E. coli qui ne possède pas de système de partition 

chromosomique (Wang, 2008b ; Germier, 2018). L’originalité du système ANCHOR est qu’il 

repose sur le système de partition ParABS qui ne nécessite pas de présence de facteurs 

bactériens et peut être utilisé dans tous les organismes vivants. 

 

Ce système a tout d’abord été validé chez la levure par l’équipe Kerstin Bystricky qui travaille 

sur la réparation des cassures double brin de l’ADN ou DSB (fig. 68 ; Saad, 2014). Le mécanisme 

de réparation le plus précis est basé sur la recombinaison homologue (HR) dans laquelle les 
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simples brins générés à côté de la cassure recherchent une réplique intacte qui est copiée 

dans le site cassé. Les changements dans la dynamique des chromosomes au cours des 

premières étapes qui créent les brins uniques n'ont pas été analysés en raison du manque 

d'outils permettant l'analyse de ce processus dans des cellules vivantes individuelles. Les 

systèmes fluorescents opérateur/répresseur (FROS) utilisables pour marquer les loci chez les 

eucaryotes ne conviennent pas pour cette étude. En effet la nature répétitive et la grande 

taille des séquences de fixation de l’opérateur peuvent interférer et/ou perturber les 

processus d’ADN à courte distance et provoquer des événements de recombinaison 

préjudiciables. En outre, les répresseurs LacI et TetR étroitement liés peuvent créer des sites 

fragiles et constituer une barrière (Possoz, 2006 ; Dubarry, 2011 ; Jacomme, 2011 ; Sofueva, 

2011).  

L’équipe de Kerstin Bystricky a développé une méthode originale en utilisant l'oligomérisation 

des protéines du système ANCHOR plutôt que la multiplicité des opérateurs pour former des 

foyers visibles. Les sites parS1 et parS2 sont insérés respectivement à 76bp et 3,4kb en amont 

du site de coupure HO du locus MAT sur le chromosome III de Saccharomyces cerevisiae (fig. 
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68). En induisant une coupure au niveau de ce site HO, une DSB est créée. La réparation de 

cette DSB déclenche la résection dont l’action des nucléases est visualisée par la disparition 

du foyer de fluorescence générée par la fixation de la protéine ParB1-mCherry sur ses 

séquences de fixation parS1 situées à proximité du site de coupure HO (à 76bp exactement). 

La présence de la protéine ParB1 n’entrave pas l’action des nucléases. Le foyer de fluorescence 

dû à la fixation de ParB2 sur les séquences parS2 est toujours visible permettant de continuer 

de localiser le locus MAT. Ainsi l’utilisation de ce système ANCHOR a permis à l’équipe de 

Kerstin Bystricky de fournir la première analyse en temps réel de la résection dans des cellules 

vivantes uniques. Le suivi de la dynamique d'un locus chromatinien à côté d'une DSB a révélé 

un confinement transitoire de la région chromatinienne endommagée au cours des toutes 

premières étapes de la résection, ce qui est cohérent avec la nécessité de maintenir les 

extrémités de l'ADN en contact (Saad, 2014). 

L’insertion de séquences parS n’altère pas la dynamique de la chromatine, son statut 

transcriptionnel ou sa sensitivité au dommage à l’ADN. La taille réduite de la séquence ANCH 

insérée (<1kb) contenant un nombre réduit de sites de liaison facilite l’intégration et la 

stabilité des sites de liaison. Le système de visualisation ANCHOR permet des mesures 

cinétiques directes sur des cellules uniques, évitant ainsi toute interférence avec le processus 

étudié. Ces caractéristiques rendent le système largement applicable à l'étude du 

positionnement et de la dynamique des chromosomes à petite échelle dans des contextes 

autres que le processus de réparation étudié ici, tels que l'expression des gènes, la réplication 

et la recombinaison (Saad, 2014). 

Le système ANCHOR a été ensuite adapté pour étudier le comportement de la chromatine 

pendant l’activation de la transcription d’un unique gène dans des cellules tumorales 

mammaires humaines, MCF-7 (fig. 69). Pour cette étude, Germier et collaborateurs (Germier, 

2017) ont utilisé un troisième système ANCHOR qui a été développé et optimisé par la société 

NeoVirTech SA. Une construction comprenant la séquence centromérique ANCH3 en amont 

du gène cycline D1 (CCND1) sous contrôle de son promoteur endogène est insérée à l’aide de 

sites FRT dans des cellules MCF-7 FRT (fig. 69 A). Le système ANCHOR est couplé avec le 

système MS2/MCP qui permet de voir les transcrits primaires, en insérant 24 sites MS2 dans 

la partie 3’UTR du gène CCND1. L’expression du gène CCND1 est inductible par l’ajout 

d’estradiol. L’expression transitoire des protéines OR3-Sankara (ou ParB) et MCP-eGFP 
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permet respectivement de localiser la locus CCND1 et de visualiser la synthèse des transcrits 

primaires du gène CCND1 (fig. 69 B). La protéine Santaka est une protéine fluorescente 

synthétique non aequorine de la société ATUM. Le suivi du locus marqué par la protéine OR3-

Santaka dans des cellules vivantes a permis de démontrer que l’initiation de la transcription 

restreint le mouvement de la chromatine (Germier, 2017, 2018). De plus, l’intensité des foyers 

de fluorescence de OR3-Santaka ne varie pas durant l’activation de la transcription. Les 

événements permettant la synthèse d’ARNm d’un locus marqué n’interfèrent pas avec 

l’accumulation de la protéine OR3 qui, réciproquement, n’altère pas les mécanismes 
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transcriptionnels. Ainsi cette étude a également permis de démontrer que le système ANCHOR 

combiné avec le système MS2 est idéalement adapté pour visualiser simultanément l’ADN et 

l’ARNm au niveau d’un unique gène dans des cellules humaines vivantes avec une haute 

résolution spatio-temporelle (Germier, 2017).  

Des cellules MCF-7 contenant le transgène CCND1 marqué par le système ANCHOR3 ont été 

suivies pendant 24h à travers une division cellulaire (fig. 70 ; Germier, 2018). Pendant 

l’interphase, le foyer fluorescent ne change pas significativement sa position spatiale dans le 

noyau. Au bout de 10 heures, deux spots juxtaposés sont visibles, suggérant que 

le chromosome portant le site ANCH3 est dupliqué et que la cellule est en phase G2. Lorsque 

les cellules rentrent en mitose, l’enveloppe nucléaire se désintègre et la protéine OR3-Sankara 



154 
 

occupe tout l’espace de la cellule. A la fin de la cytokinèse, le locus marqué par le système 

ANCHOR est visible dans les deux cellules filles (fig. 70 ; Germier, 2018). Plusieurs observations 

se dégagent de ce suivi à travers une division cellulaire, (i) la chromatine des chromosomes 

mitotiques est accessible à suffisamment de protéines OR3-Santaka de 70kDa pour produire 

un foyer fluorescent, corroborant les données actuelles selon lesquelles les chromosomes  

forment des structures de type fibreuse tout au long de la mitose (Ou, 2017)  (ii) les sites 

génomiques marqués par le système ANCHOR peuvent être imagés sur une longue période, 

(iii) le locus est visible au cours des différentes phases du cycle de la division cellulaire.  

 

Le système ANCHOR a également été utilisé pour marquer des génomes petits et compacts, y 

compris des virus. Les cinétiques d’infection et de réplication de l’ADN du virus de l’herpès 

marqué par le système ANCHOR peuvent être visualisées en temps réel (Mariamé, 2018) et 

utilisées comme outil pour cribler des candidats antiviraux (www.neovirtech.com). La biologie 

du virus est difficile à explorer en raison de son extrême sophistication et de l'absence d'un 

modèle animal pertinent. Bernard Mariamé et ces collaborateurs, en collaboration avec la 

société NeoVirTech ont appliqué le système ANCHOR à un cytomégalovirus humain, le virus 

herpes, (HCMV) permettant de suivre en temps réel l'infection et la réplication du HCMV dans 

des cellules humaines vivantes. Ils ont créé un virus recombinant, ANCHOR-HCMV, contenant 

une séquence ANCH et le gène codant pour la protéine OR-GFP. L'infection de cellules 

permissives avec le virus recombinant ANCHOR-HCMV permet de visualiser le cycle viral 

presque complet jusqu'à la fragmentation et la mort des cellules (fig. 71). L'analyse 

quantitative de la cinétique d'infection et de la réplication de l'ADN viral a révélé un 

comportement du HCMV spécifique au type cellulaire et une sensibilité aux inhibiteurs. Le 

système ANCHOR est un outil efficace pour l'étude des virus à ADN complexes. Il permet de 

suivre et de quantifier la réplication du HCMV dans les cellules vivantes. Il est applicable à 

pratiquement tous les virus à ADN ou présentant une phase d’ADN à double brin. Ce système 

ANCHOR appliqué au virus est un outil puissant pour permettre de cribler de grandes 

bibliothèques de produits chimiques. Pour preuve de principe, ils l’ont appliqué à un antiviral 

connu, le ganciclovir. Associé à la microscopie automatisée, les concentrations inhibitrices à 

50 et 90% (IC50 et IC90) de cet antiviral ont été déterminées rapidement avec un investissement 

minimal en temps. Ainsi le système ANCHOR est un système très prometteur pour le 

http://www.neovirtech.com/


155 
 

développement d'applications biotechnologiques innovantes (Mariamé, 2018). La société de 

biotechnologie NeoVirTech a été créée à la suite de cette découverte permettant de visualiser 

en temps réel dans les cellules vivantes l’infection et la réplication d’un virus ou de n’importe 

quel vecteur viral. Ainsi NeoVirTech développe des virus et vecteurs viraux auto-fluorescents 

pour l’imagerie et la découverte de nouveaux médicaments candidats antiviraux dans le 

domaine de la santé humaine, de la santé animale et des Biodéfenses. 

En 2021, l’équipe de Frédéric Pontvianne a adapté l'utilisation du système ANCHOR pour 

visualiser un locus unique dans des tissus de plantes fixées ou en temps réel (fig. 72 ; 

Meschichi, 2021a). Ils s’intéressent aux mouvements des chromosomes et des fibres de 

chromatine durant la différentiation cellulaire, sujet chez les plantes qui n’est pas bien étudié. 

Utilisant le système de visualisation de locus ANCHOR mis en place par Frédéric Pontvianne et 

ses collaborateurs chez les plantes, ils regardent les mouvements de la chromatine durant la 

différenciation cellulaire. Ils mesurent les mouvements des foci parS-ParB-GFP dans les 

cellules méristématiques et dans les cellules différenciées provenant de l’épiderme de racine 

par l’utilisation de microscopie confocale en temps réel par et en quantifiant les mouvements 

par analyse MSD (Mean Square Displacement, Meschichi, 2021b). Ils montrent que le 

mouvement de la chromatine est plus élevé dans les cellules méristématiques que dans les 

cellules différenciées, confortant l’idée que la chromatine dans les cellules indifférenciées 

aurait une conformation plus dynamique (Meschichi, 2021a).  
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Depuis la création des deux premiers systèmes ANCHOR, d’autres systèmes ont été 

développés et optimisés, notamment par la société NeoVirTech, avec des spécificités 

ParB/parS distinctes et provenant de bactéries exotiques. Ces systèmes ont été mis en place 

chez la levure, dans des cellules de mammifères en culture, dans des virus à ADN, très 

récemment chez les plantes et j’ai mis en place ce système chez la drosophile (voir partie 

Résultat, chapitre III). 

 

 4-2 Le système ANCHOR et les autres systèmes permettant de visualiser des loci 

génomiques en temps réel. 

La visualisation de l'ADN au niveau de loci génomiques spécifiques en temps réel nécessite 

des techniques de marquage qui créent un foyer fluorescent détectable au-dessus du bruit de 

fond (tableau 3). Idéalement, un système de marquage ne devrait perturber ni le locus ni 

l’ADN voisin, persister pendant toute la durée de l’expérience et ne nécessiter aucune 

modification ou une modification minimale du génome. Les systèmes qui ont été développés 

pour l’imagerie de cellules vivantes peuvent être groupés en deux catégories :   
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● Les systèmes qui visualisent des séquences répétitives endogènes qui sont la cible des 

protéines TALE ou CRiSPR/Cas9 inactives, fusionnées à des protéines fluorescentes. Ces 

systèmes basés sur la fixation des protéines TALE et Cas9 présentent l’avantage de ne pas 

nécessiter l’insertion de séquences dans le génome qui pourraient perturber les processus 

dépendants de l’ADN comme la transcription ou la réplication. L’avantage d’utilisation de ces 

2 systèmes est malheureusement aussi leur inconvénient majeur puisqu’ils sont restreints aux 

séquences répétées naturelles et l’utilisation de ces systèmes a été limitée au marquage de 

séquences naturelles répétées comme les télomères (Chen, 2013 ; Ren, 2017).  

● Les systèmes qui nécessitent l‘insertion de manière aléatoire ou spécifique à un site de 

cassettes de séquences étrangères sur lesquelles se fixent des protéines de liaison à l’ADN 

fusionnées à des protéines fluorescentes : les systèmes FROS et ANCHOR. Le système FROS 

qui a été le premier système de marquage de loci génomiques développé (Straight, 1996) est 

constitué de centaines de répétitions de séquences d’opérateurs bactériens et de protéines 

répressives (LacI, TetR, CIlambda) fusionnées à des protéines fluorescentes qui se lient à chacune 

d’elles. Le système FROS s’est avéré un outil précieux pour déterminer la position et la 
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dynamique de loci d’ADN chez la levure, et dans une moindre mesure chez la drosophile et les 

cellules de mammifères (Straight, 1996 ; Marshall, 1997 ; Lassadi, 2015). Malgré des 

applications réussies, bien que très utile pour déterminer la position nucléaire d’éléments 

chromosomiques, la grande multiplicité des sites nécessaires pour un signal et la forte liaison 

des éléments répresseurs sont souvent problématiques. Ils peuvent interférer avec la 

structure et la fonction normale de la chromatine, (i) en perturbant la régulation de la 

transcription (Dubarry, 2011), (ii) en bloquant ou perturbant la fourche de réplication (Possoz, 

2006 ; Payne, 2006 ; Sofueva, 2011), (iii) en affectant l’organisation locale de la chromatine et 

réduire au silence des gènes rapporteurs (Watanabe, 2005), (iv) en favorisant des cassures 

double brin (Sofueva, 2011), (v) en générant des sites fragiles (Jacome, 2011). Le système 

ANCHOR, quant à lui, est basé sur l’amplification d’un signal à partir d’un petit site de liaison, 

parS, de moins d’1kb, par l’oligomérisation de la protéine de liaison spécifique, ParB. La 

séquence parS a l’avantage d’être courte, non répétitive et non perturbatrice de la structure 

de la chromatine. Il peut être utilisé pour marquer n’importe quel locus. Comme les complexes 

ANCHOR sont générés par des interactions ParB-ParB ou ParB-ADN de force modérée, ils 

peuvent être rapidement dispersés et reformés, et sont donc moins intrusifs que le marquage 

par les systèmes FROS. Nous avons pu voir, comme décrit ci-dessus (§ 4-1), que  le système 

ANCHOR n’interfère pas avec les différents processus liés à l’ADN comme la transcription ou 

la réplication. L’insertion stable du système ANCHOR dans le génome permet de visualiser des 

événements à long terme ouvrant la voie au suivi de sites génomiques pendant le 

développement et la différenciation des tissus et organes. Le fait de disposer d'un insert stable 

tel qu'une unité ANCHOR dans un matériel fragile, comme les cellules souches, permet 

également de contourner la nécessité d'une transfection ou d'une injection avant les 

expériences et limite le risque d'endommagement des cellules. De plus, le système ANCHOR 

peut être combiné avec d’autres systèmes de marquage, comme par exemple le système de 

marquage des transcrits primaires (Germier, 2017). Les foyers de fluorescence résistent à la 

fixation et peuvent être combinés avec des signaux d’immunofluorescence (Bystricky, 2015 ; 

Germier,2018). 
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Le système ANCHOR a été utilisé pour visualiser des loci génomiques dans des cellules vivantes 

chez la levure, dans des cellules de mammifères en culture, dans des virus à ADN, et chez les 

plantes. 

 

 

 Le sujet de ma thèse s’articulera sur l’utilisation de ce système de 

visualisation de locus génomique en temps réel, le système ANCHOR. La 

première partie portera sur la mise en place du système ANCHOR chez la 

drosophile. Dans la deuxième partie de ma thèse, j’ai mis en évidence et 

caractérisé, grâce à ce système ANCHOR, des structures cytoplasmiques 

pseudo-nucléaires dans des cellules S2 de drosophile. 
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Résultats 
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Chapitre III : Visualisation de loci génomiques en temps 

réel dans des tissus d’un organisme entier, 

la drosophile. 
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Le développement d’outils pour la visualisation de loci génomiques spécifiques en temps réel 

est nécessaire pour comprendre l’organisation des noyaux eucaryotes, la dynamique 

spatiotemporelle du comportement de la chromatine, ou bien pour étudier l’importance du 

rôle de l’architecture nucléaire dans la régulation de la transcription des gènes. Ainsi la 

visualisation ou l’analyse en temps réel de l’ADN à un locus génomique spécifique, dans des 

cellules eucaryotes vivantes nécessite des techniques de marquage qui permettent 

d’assembler suffisamment de molécules fluorescentes pour produire un signal stable et 

persistant le temps de l’expérience. La visualisation de loci génomiques endogènes spécifiques 

dans des cellules vivantes demeure difficile. Ceci est largement dû à l’insuffisance des 

techniques pour parvenir à marquer des loci génomiques site-spécifiques de manière à être 

peu intrusifs afin de préserver les caractéristiques natives et les fonctions de la chromatine 

(Bystricky, 2015). Les technologies existantes pour visualiser des loci génomiques sont basées 

soit sur l’insertion, faite au hasard ou de manière site spécifique, de séquences étrangères sur 

lesquelles des protéines de liaisons à l’ADN fusionnées à des molécules fluorescentes se fixent, 

soit en ciblant la fixation de protéines fluorescentes fusionnées aux protéines TALE ou Cas9 

sur des séquences endogènes, souvent répétitives telles que les télomères (Germier, 2018). 

L’exemple le plus classique de ces approches est le système fluorescent opérateur/ répresseur 

ou FROS qui est composé de centaines de répétitions d’opérateurs bactériens (comme LacO 

ou TetO) sur lesquels viennent se fixer des protéines répresseurs spécifiques (LacI ou TetR) 

fusionnées à une protéine fluorescente. Bien que très utile pour déterminer la position 

nucléaire d’éléments chromosomiques, la grande multiplication des sites nécessaires pour 

obtenir un signal a pour conséquence d’insérer des séquences de grandes tailles (supérieur à 

10kb). Cette grande insertion combinée à la liaison étroite du répresseur peut interférer avec 

la structure normale de la chromatine et sa fonction : problème d’instabilité, perturbation de 

la régulation de la transcription, création de sites fragiles, d’obstacles, et particulièrement 

dans les processus dépendants du déroulement de l’ADN tel que la réplication ou la 

transcription (Payne, 2006 ; Dubarry, 2011 ; Jacome, 2011 ; Sofueva, 2011). 

 

L’équipe de Kerstin Bystricky de l’unité de biologie Moléculaire, Cellulaire et du 

Développement (MCD) de Toulouse a développé un nouveau système de visualisation de loci 

génomiques en temps réel, le système ANCHOR, basé sur le système ParABS de partition des 
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chromosomes bactériens. Pour rappel, ce système ANCHOR est un système en deux parties, 

composé de séquences nucléiques courtes, moins de 1kb, parS (ou ANCH) et des protéines 

ParB (ou OR). Ces séquences parS insérées dans le génome de l’hôte sont spécifiquement 

reconnues par les protéines ParB qui, une fois fixées, s’oligomérisent et s’étendent à partir 

des séquences parS sur l’ADN environnant. Comme les protéines ParB peuvent être 

fusionnées à un marqueur fluorescent, leur concentration importante sur les séquences parS 

crée un foyer fluorescent, facilement détectable en microscopie à fluorescence. Ce système a 

été validé chez la levure (Saad, 2014), les cellules de mammifères (Germier, 2017) ou encore 

chez les virus (Mariamé, 2018).  

La première partie de ma thèse a consisté à évaluer si le système ANCHOR peut fonctionner 

dans un organisme entier, la drosophile et s’il interfère avec le développement de la 

drosophile ou avec la transcription de gènes voisins. 

 

Les réponses apportées aux questions suivantes permettront de valider ce système chez la 

drosophile 

  - Ce système est-il toxique ? 

L’expression des protéines bactériennes ParB chez la drosophile et leur fixation sur leurs 

séquences vont-elles interférer avec le développement et la viabilité de la drosophile ?  

  - Ce système est-il fonctionnel ? 

Que sera la distribution intracellulaire de ces protéines en présence ou pas de leur site de 

fixation ?  Est-ce que les protéines ParB pourront se fixer sur leurs séquences, intégrées dans 

le génome de la drosophile ? La présence d’une copie de séquences parS sera–t-elle suffisante 

pour obtenir une concentration assez importante de fluorescence permettant de visualiser le 

foyer ? 

  - Ce système est-il spécifique ?  

Est-ce que les différentes protéines ParB sont spécifiques de leurs séquences de fixation parS ? 

Est-ce qu’il est possible d’utiliser différents systèmes ParB/parS afin de visualiser 

simultanément différents loci ? 
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  - Ce système modifie-t-il l’activité de régions régulatrices ? 

Est-ce que la fixation des protéines ParB sur leurs séquences parS a une influence sur l’activité 

d’une région régulatrice située à proximité ? Et inversement, l’activité d’une région régulatrice 

située à proximité d’une séquence parS influe-t-elle sur la fixation des protéines ParB sur leurs 

séquences parS et la création d’un spot de fluorescence ? 

 

1- Les différents systèmes ANCHOR. 

Au cours de ma thèse, j’ai testé chez la drosophile quatre systèmes ANCHOR différents afin de 

déterminer le ou les couples ParB/parS qui fonctionnent le mieux pour visualiser un locus 

génomique chez la drosophile et avoir plusieurs combinaisons possibles pour pouvoir localiser 

différents locus simultanément. 

Chaque système ANCHOR est constitué d’un couple ParB/parS différent, chacun spécifique 

pour la partition d’un réplicon bactérien. Au cours de ce travail, les couples ParB/parS ou 

ANCHOR impliqués dans la partition des réplicons de Burkholderia cenocepacia J2315, pour 

les chromosomes c2 et c3 (Dubarry, 2006 ; Passot, 2012) sont nommés respectivement 

ParB1/parS1 (ANCHOR1) et ParB2/pars2 (ANCHOR2) et celui pour la partition du plasmide F 

d’Escherichia coli (Sanchez, 2015) ParB4/parS4 (ANCHOR4). Les plasmides correspondant aux 

systèmes ANCHOR1 et 2 m’ont été fournis par Kerstin Bystricky, ceux du système ANCHOR4 

par Jean-Yves Bouet de l’unité LMGM de Toulouse. Le couple ParB3/parS3 ou ANCHOR3 sont 

la propriété de la société NeoVirTech, dont la nature et les séquences sont confidentielles. 

J’ai cloné les séquences parS en amont du gène rapporteur lacZ codant pour la protéine 

Galactosidase, dont l’expression est contrôlée ou non par différentes régions régulatrices 

(enhancer ou CRM) de gènes, dans un vecteur permettant leur intégration dans le génome de 

la drosophile en utilisant le système d’intégration par recombinaison Attb/Attp (Bischop, 

2007). Ces séquences parS sont intégrées dans le génome de la drosophile à différentes 

positions cytologiques (voir annexe 2, listes des lignées transgéniques). Dans le tableau 4 sont 

indiquées les caractéristiques des différentes séquences parS clonées. Les séquences parS1 

sont constituées de trois modules contenant chacun un site de fixation pour les protéines 

ParB1. Les séquences parS2 comprennent deux modules avec chacun un site de fixation pour 
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les protéines ParB2. Quant aux séquences parS3 et parS4, elles possèdent un seul module 

avec, respectivement dix et sept sites de fixation pour les protéines PaB3 et ParB4. Les 

séquences parS1, parS2 et parS4 correspondent aux séquences endogènes de chaque 

réplicon. La séquence parS3 a été optimisée par la société NeoVirTech. Donc les séquences 

permettant la fixation des protéines ParB contiennent de 3, 2, 10 et 7 sites de fixation pour 

respectivement les protéines ParB1, ParB2, ParB3 et ParB4. Les séquences permettant la 

fixation des protéines ParB sont comprises entre 505bp et 1260bp : 1260, 766, 981 et 505bp 

pour respectivement parS1, parS2, parS3 et parS4. La longueur des séquences parS 

nécessaires pour la fixation des protéines ParB est très inférieure à celle utilisée dans les 

systèmes de visualisation de loci de type FROS, où les séquences de fixation des protéines 

correspondantes peuvent dépasser les 10kb (Straight, 1996). De plus, les séquences parS 

contiennent peu de séquences répétées contrairement à celles des systèmes FROS où la 

multiplication des séquences répétées peut être supérieure à 250 (Straight, 1996), ce qui 

entraine des difficultés dans la construction des plasmides les contenant. La construction, la 

manipulation des plasmides contenant les séquences parS ne pose aucun problème, de même 

que leur intégration dans le génome de la drosophile. 

Les séquences codant pour la synthèse des protéines ParB chez la drosophile sont clonées 

dans un vecteur permettant l’expression conditionnelle de ces protéines à l’aide du système 

Gal4/UAS (Brand, 1993) et sont intégrées dans le génome de la drosophile à différentes 

positions génomiques en utilisant le système d’intégration par recombinaison Attb/Attp. Ces 

protéines sont fusionnées à différentes protéines fluorescentes correspondant à différentes 

couleurs : soit en vert avec la protéine GFP ou mVenus (un variant monomérique de la 

protéine YFP), soit en rouge avec la protéine mCherry.  
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Un large éventail de possibilités d’utilisation est disponible pouvant permettre notamment la 

visualisation de différents loci. 

En annexe 1, se trouve la liste des différents plasmides que j’ai construits au cours de ma 

thèse. A partir de ces différents plasmides, toute une série de lignées transgéniques ont été 

générées, dont la liste se trouve en annexe 2. La partie « Matériels et Méthodes » se trouvent 

en annexe 3 où est présentée notamment les différentes méthodologies de clonage.  

 

2- Le système ANCHOR est-il toxique pour le développement de la drosophile ? 

Le système ANCHOR est dérivé des systèmes de partition des chromosomes bactériens. Les 

lignées transgéniques obtenues à partir des différentes constructions plasmidiques vont 

exprimer les protéines ParB. Quelles sont les conséquences de l’expression de ces protéines 

d’origine bactérienne sur le développement et la viabilité de la drosophile ? 

Avant d’utiliser ce système ANCHOR, il est nécessaire de tester sa toxicité.  

Afin de répondre à cette question, j’ai effectué tout d’abord des tests de toxicité de 

l’expression de la protéine ParB fusionnée à la protéine fluorescente GFP chez la drosophile, 

en présence ou non de ces séquences de fixation. Le promoteur utilisé pour piloter le gène 

Gal4 permettant l’expression de la protéine ParB est le promoteur de l’actine, qui est un 

promoteur fort permettant l’expression de la protéine Gal4 chez la drosophile de manière 

ubiquitaire, aussi bien au cours du développement que chez l’adulte. Ainsi la protéine ParB2 

sera exprimée dans l’ensemble des tissus de la drosophile et au cours de son développement 

et de sa vie d’adulte. Pour cette étude, j’ai utilisé le couple parS2/ParB2. 

Dans la figure 73 A, sont présentés les résultats du test de toxicité pour l’expression de la 

protéine ParB2 chez la drosophile. En ordonnée est représenté le pourcentage de chaque 

génotype, indiqué en abscisse, correspondant à un croisement. 

J’ai croisé les lignées [pAct-Gal4/CyO] et [UAS-ParB2-GFP/UAS-ParB2-GFP] à 25°C et à 29°C. 

Dans la descendance, on obtient la lignée [pAct-Gal4 ; ParB2-GFP] qui permet l’expression de 

la protéine ParB2-GFP et la lignée [CyO ; ParB2-GFP] chez laquelle la protéine ParB2-GFP n’est 

pas exprimée. Comme témoin, j’ai utilisé la lignée [UAS-mcd8-GFP/UAS-mCD8-GFP]. mCD8 est 

un marqueur de lymphocyte de souris qui fusionné à la protéine GFP permet de l’adresser à 



167 
 



168 
 

la membrane plasmidique. Cette protéine de fusion est exprimée de manière ubiquitaire, 

comme pour la protéine ParB2-GFP, grâce au pilote pAct-Gal4. 

A 25°C et à 29°C, on constate qu’il n’y a pas de différence significative entre les deux lignées 

[pAct-Gal4 ; ParB2-GFP] et [CyO ; ParB2-GFP], ce qui signifie que l’expression de la protéine 

ParB2-GFP dans ces conditions n’est pas toxique pour la drosophile. Par contre, dans la cadre 

de la lignée témoin, on constate une différence significative entre [pAct-Gal4/UAS-mcd8-GFP] 

où la protéine mcd8-GFP est fortement exprimée au niveau de la membrane plasmique et 

[CyO/UAS-mcd8-GFP] sans expression de la protéine mcd8-GFP. Une forte expression de la 

protéine mcd8-GFP à la surface des cellules semblerait générer une certaine létalité chez la 

drosophile. 

Les résultats de toxicité de la fixation de la protéine ParB2-GFP sur ces séquences parS2 sont 

exposés dans la figure 73 B. La lignée pilote [pAct-Gal4/CyO] est croisée avec la lignée [If/CyO ; 

parS2, UAS-ParB2GFP/ parS2, UAS-ParB2GFP/]. A l’issue de ce croisement, on obtient soit les 

lignées [pAct-Gal4/If ; parS2, UAS-ParB2-GFP] et [pAct-Gal4/CyO ; parS2, UAS-ParB2-GFP] qui 

permettent l’expression de la protéine ParB2-GFP et sa fixation sur ses séquences spécifiques 

parS2, soit la lignée [CyO/If ; parS2, UAS-ParB2-GFP] chez laquelle la protéine ParB2-GFP n’est 

pas produite. Dans ce croisement, le génotype [CyO/CyO ; parS2, UAS-ParB2-GFP] ne fournit 

pas d’adulte car il est létal. Que ce soit à 25°C ou à 29°C, on constate une légère différence 

significative entre les lignées exprimant la protéine ParB2-GFP et celles qui ne l’expriment pas. 

Ce qui pourrait signifier que la fixation de la protéine ParB2-GFP sur ses séquences parS2 

engendrerait une certaine létalité. Ceci est à minorer si on compare avec la lignée témoin dans 

laquelle on observe une différence significative entre la lignée produisant la protéine mCD8-

GFP et celle ne la produisant pas. La présence importante de la GFP au niveau de la membrane 

plasmique pourrait expliquer cette létalité. Il est à noter que si l’on effectue ces tests 

statistiques à partir du nombre de mouches pour chaque lignée et non pas le pourcentage que 

représente chaque lignée, on n’obtient pas de différence significative entre les lignées chez 

lesquelles la protéine ParB-2GFP se fixe sur ses séquences et celles où la protéine ParB2-GFP 

n’est pas exprimée.    

Au vu de ces résultats, on peut considérer que le système ANCHOR n’est pas toxique pour la 

drosophile. 
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3- Le système ANCHOR est-il fonctionnel ? 

 3-1 Sélection des pilotes permettant l’expression de la protéine ParB dans les glandes 

salivaires. 

Afin de valider l’utilisation du système ANCHOR au sein d’un organisme, j’ai tout d’abord 

entrepris cette étude dans les glandes salivaires de drosophile parce qu’elles possèdent de 

grosses cellules avec des chromosomes polytènes qui, suite à plusieurs cycles de réplication 

sans division cellulaire, ont un nombre élevé de copies de chromosome, ou degré de polyténie, 

qui peut atteindre 1024. Chaque chromosome amplifié reste accolé et parallèle aboutissant à 

des chromosomes géants. Pour cette étude, je sélectionne des larves au stade L3 pour 

lesquelles j’ai défini un temps de développement correspondant à des glandes salivaires avec 

les cellules les plus grosses mais précédant le phénomène d’histolyse. 

Pour exprimer les protéines ParB dans les glandes salivaires, j’ai testé différents pilotes 

provenant du Bloomington Drosophila Stock Center aux Etats-Unis : Sgs3-Gal4, 332.3-Gal4, et 

C147-Gal. 

J’ai tout de suite éliminé le pilote Sgs3-Gal4, car lorsque ce pilote dirige l’expression de la 

protéine ParB fusionnée à la GFP, je vois peu d’expression de la protéine GFP dans les glandes 

salivaires de larves, ce qui n’est pas le cas avec les deux autres pilotes. Les deux autres pilotes, 

332.3-Gal4 et C147-Gal4, permettent d’avoir une bonne expression de la protéine ParB-GFP 

dans les glandes salivaires (fig. 74). 
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J’ai choisi le pilote C147-Gal4 car l’expression de la protéine ParB-GFP est plus forte comparée 

à celle avec le pilote 332.3-Gal4. Pour toutes les expériences qui seront effectuées dans les 

glandes salivaires de larve, les protéines ParB sont exprimées avec ce pilote. 

 

 3-2 Un site parS est suffisant pour générer un foyer fluorescent dans le noyau. 

J’ai regardé dans les glandes salivaires de drosophile l’expression des protéines ParB pour les 

quatre systèmes ANCHOR, afin de déterminer comment se localise la protéine ParB dans la 

cellule, en absence puis en présence des séquences parS. 

Dans les glandes salivaires de troisième stade larvaire, en absence de leur séquence de fixation 

parS, l’expression des protéines ParB fusionnées à la protéine fluorescente GFP et dirigées par 

le pilote C147-Gal4, montre une localisation diffuse des protéines ParB-GFP qui s’accumulent 

massivement dans le cytoplasme, quel que soit le système ANCHOR auxquelles elles 

appartiennent (fig. 75 A). Cette localisation cytoplasmique est identique à celle que l’on peut 

observer quand la protéine ParB est exprimée dans des cellules de mammifères en absence 

de ses séquences de fixation parS (Fok, 2021). 

En présence des séquences de fixation parS, insérées dans le génome de la drosophile sur le 

troisième chromosome en positon cytologique 86Fb, la protéine ParB-GFP est toujours 

présente dans le cytoplasme mais un foyer de fluorescence est observé dans le noyau (fig. 75 

B). Les séquences parS, qui ont une taille pour la plupart inférieure à 1kb, permettent de 

stabiliser la protéine ParB et d’accumuler suffisamment de fluorescence pour créer un foyer 

facilement détectable en microscopie. Ce spot fluorescent, correspondant à la fixation de la 

protéine ParB-GFP sur ses séquences parS, permet de localiser le locus génomique 86Fb dans 

le noyau. En présence des séquences parS, la protéine ParB est visible dans le noyau 

uniquement au niveau du spot de fluorescence. Cette modification de la distribution 

intracellulaire de la protéine ParB en présence des séquences parS est identique pour les 

quatre systèmes ANCHOR utilisés (fig. 75 B). Ce système fonctionne aussi avec les autres 

protéines fluorescentes fusionnées aux protéines ParB  

La robustesse du système ANCHOR permet de visualiser un spot en temps réel et in vivo sur 

tissu vivant (fig. 75 C). Le pilote C147-Gal4 dirige l’expression de la protéine ParB2-GFP dans 
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les glandes salivaires, qui va se fixer sur ses séquences parS et permettre la visualisation d’un 

spot fluorescent dans des cellules vivantes. 
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 3-3 Spécificité de fixation de la protéine ParB2. 

La spécificité de fixation des diverses protéines aux séquences de liaison parS est importante 

à connaitre si on veut utiliser plusieurs systèmes ANCHOR en parallèle pour visualiser 

différents loci. 

Chez la drosophile, un locus génomique peut être visualisé avec quatre systèmes ANCHOR 

différents. Cependant le couple ParB2/parS2 (ANCHOR2) est particulièrement efficace avec 

un excellent rapport (foyer fluorescent)/(bruit de fond), que ce soit dans les glandes salivaires 

de drosophile ou dans d’autres tissus comme l’épiderme (voir §4). J’ai essentiellement utilisé 

ce système ANCHOR2 par la suite. Il est étonnant que ce système ANCHOR2 fonctionne si bien 

par rapport aux trois autres systèmes car les constructions plasmidiques utilisées pour obtenir 

les lignées transgéniques ayant intégrées les séquences parS2 dans le génome de la drosophile 

contiennent 2 sites de fixation pour la protéine ParB2 (2 modules avec chacun 1 site de 

fixation) alors que le système ANCHOR1 possède 3 sites de fixation et les systèmes ANCHOR3 

et 4, respectivement 10 et 7 sites de liaison (tableau 4). 

J’ai observé la réactivité croisée du système ANCHOR2 par rapport aux trois autres systèmes. 

Pour faciliter les croisements génétiques, j’ai construit des plasmides qui contiennent les deux 

éléments du système ANCHOR, les séquences parS et les séquences permettant la synthèse 

des protéines ParB (fig. 76 A). J’ai utilisé des lignées transgéniques qui ont intégrées dans leur 

génome ces constructions plasmidiques, contenant des séquences parS et permettant 

l’expression des protéines ParB fusionnées à des protéines fluorescentes. L’intégration au 

même endroit du génome des séquences exprimant la protéine ParB et les séquences de 

fixation parS n’empêche ni l’expression des protéines ParB et ni leur fixation sur leur séquence 

parS permettant de créer un foyer de fluorescence.  

Pour tester la réactivité croisée des différents systèmes ANCHOR, j’ai croisé la lignée 

contenant le système ANCHOR2 [C147-Gal4 ; UAS-ParB2-mCherry-parS2] avec les différentes 

lignées contenant les systèmes ANCHOR 1, 3 ou 4. La protéine ParB2 est fusionnée à la 

protéine fluorescente mCherry tandis que les protéines ParB1, 3 et 4 sont fusionnées à la 

protéine GFP (fig. 76). Les séquences parS2 sont intégrées en position cytologique 76A2, sur 

le bras gauche du chromosome III, tandis que les séquences parS1, 3 ou 4 sont en position 

86Fb sur le bras droit du chromosome III.  
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Pour chaque expérience on peut voir deux spots de fluorescence (fig. 76). Chaque protéine 

se localise sur des sites distincts dans le noyau, en 76A2 pour la protéine parB2 et en 86Fb 

pour les autres protéines ParB. Il n’y a pas de réaction croisée entre le système ANCHOR2, le 

système ANCHOR1 (fig. 76 A) et le système ANCHOR4 (fig. 76 C). La protéine ParB2 ne se fixe 

pas sur les séquences parS1 et parS4 et inversement les protéines ParB1 et ParB4 ne se fixent 

pas sur les séquences parS2. Mais la protéine ParB2 peut se fixer sur les séquences parS3 (fig. 

76 B). Au niveau du spot de fluorescence verte, indiquant la fixation de la protéine ParB3-GFP 

sur sa séquence parS3, on peut voir un faible signal de fluorescence rouge indiquant la fixation 

de la protéine ParB2 sur les séquences parS3.  

Pour conclure, il est possible de visualiser simultanément deux loci ayant des sites de fixation 

parS différents et il n’y a pas de réaction croisée entre le système ANCHOR2 et les systèmes 

ANCHOR1 et 3. 

Pour visualiser deux loci, il convient d’utiliser les systèmes ANCHOR1 et 2 ou les systèmes 

ANCHOR2 et 4. 

 

 3-4 Visualisation par la protéine ParB2 de deux loci génomiques différents. 

La figure 77 illustre la localisation de deux loci génomiques différents par le système 

ANCHOR2. Les séquences de fixation parS2 sont intégrées dans le génome de la drosophile en 

deux positions cytologiques différentes : sur le chromosome X à la position 2A3 et sur le 

chromosome III en 86Fb. La fixation de la protéine ParB2 fusionnée à la protéine fluorescente 

GFP sur ses séquences parS2 permet de visualiser deux foyers de fluorescence distincts et de 

localiser les positions cytologiques 2A3 et 86FB. On peut remarquer l’excellent rapport entre 

le spot de fluorescence et le bruit de fond dans le noyau. Un marquage avec un anticorps 

contre la lamine A, une protéine de la membrane nucléaire, permet de remarquer que la 

protéine ParB2 est, en dehors du spot de fluorescence dans le noyau, localisée que dans le 

cytoplasme.  

L’image dans la figure 77 A est prise sur un seul plan focal. On peut observer que les deux 

foyers de fluorescence ne sont pas visibles dans tous les noyaux. On peut voir un seul spot 

dans certains noyaux et même aucun spot dans d’autres. Si on parcourt l’ensemble du noyau 

sur le plan focal en Z, on visualisera toujours deux spots par noyaux. 
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 3-5 Visualisation de deux loci séparés par dix kilobases. 

Les régions régulatrices jouent un rôle clef dans le contrôle de l’expression des gènes. Dans 

un génome compact comme celui de la drosophile, 20 à 30% des régions régulatrices peuvent 

interagir avec leurs promoteurs sur des distances dépassant les 20 kb (Ghavi-Helm, 2014). 

Cependant une région régulatrice se situe généralement entre 4 et 10kb par rapport à ses 

gènes cibles (Furlong, 2018). Si on veut comprendre comment les régions régulatrices 

communiquent avec leurs promoteurs, il est nécessaire de développer des outils en imagerie 

en temps réel, peu intrusifs pour suivre les positions spatiales de régions régulatrices et de 

leur promoteur cible. Le système ANCHOR peut permettre d’apporter des réponses à ces 

questions.  

Le système ANCHOR est-il suffisamment sensible pour pouvoir visualiser 

deux loci séparés par 10kb ? 
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Afin de répondre à cette question, j’ai construit un plasmide qui contient deux séquences parS 

différentes, parS1 et parS2, séparées par 10kb (fig. 78 A). Dans la figure 78 B, on peut voir 

deux foyers de fluorescence distincts résultant de la liaison des protéines ParB1 et ParB2 sur 

leurs séquences de fixation respectives séparées par 10kb. Ainsi seulement 10kb entre deux 

séquences parS sont suffisants pour accumuler assez de fluorescence pour visualiser deux 

spots sans pour autant se chevaucher (fig. 78 B). Ces deux foyers de fluorescences séparés par 

10kb peuvent être également observés dans des cellules vivantes (fig. 78 C). 

 



177 
 

4- Le système ANCHOR dans l’épiderme embryonnaire et dans d’autres tissus 

de la drosophile. 

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu la mise en place et l’efficacité du système 

ANCHOR dans les glandes salivaires de drosophile de troisième stade larvaire pour visualiser 

un ou plusieurs loci génomiques en temps réel. Mais le génome de ces cellules est particulier. 

Les cellules de drosophile de troisième stade larvaire sont des cellules de grande taille et leurs 

chromosomes sont polytènes. Les séquences parS intégrées dans le génome sont présentes 

jusqu’à 1024 copies. 

 Mais comment se comporte le système ANCHOR dans d’autres systèmes où les cellules n’ont 

pas une polyténie si élevée comme dans les disques imaginaux ou les cellules épidermiques 

embryonnaires qui sont diploïdes ? et chez l’adulte ? Est-il possible de voir un foyer de 

fluorescence lorsque les séquences parS sont présentes sur un seul chromosome ?  

  

 4-1 Chez l’adulte, dans des cellules polyploïdes. 

Je vais tout d’abord regarder, avec l’aide de Cédric Polesello, comment se comporte le 

système ANCHOR chez l’adulte, dans les cellules réabsorbantes du tube de Malpighi. Les 

tubules de Malpighi assurent la fonction excrétrice du système rénal chez la drosophile. Un 

schéma représentant les tubules de Malpighi est représenté en figure 79. Le pilote C507-Gal4 

exprime les protéines dans les tubules inférieurs et notamment dans les cellules 

réabsorbantes qui, comme leur nom l’indique, sont capables de réabsorber l’eau ainsi que les 

ions K+ et Cl- tout en sécrétant du Ca2+ (Bohère, 2017). Ces cellules peuvent être marquées par 

un anticorps dirigé contre la protéine Cut, qui est exprimée principalement dans les noyaux 

polyploïdes des cellules réabsorbantes. 

En absence des séquences parS2, la protéine ParB2-GFP, exprimée dans les cellules 

réabsorbantes des tubules de Malpighi par le pilote C507-Gal4, est strictement localisée dans 

le cytoplasme (fig. 79 A). 

En présence des séquences parS2, on peut observer un spot fluorescent dans le noyau des 

cellules réabsorbantes résultant de la fixation des protéines ParB2-GFP sur ses séquences 

parS2 (fig. 79 B). 
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 4-2 Dans des cellules diploïdes. 

  4-2-1 Dans les disques imaginaux. 

Le système ANCHOR permet de visualiser des loci génomiques en temps réel dans des cellules 

polyploïdes comme les glandes salivaires ou les cellules réabsorbantes du tube de Malpighi. 

Qu’en est-il dans des tissus où les cellules sont diploïdes ? 

Avec l’aide de Jennifer Zanet, j’ai regardé le système ANCHOR dans les disques imaginaux qui 

sont des structures à partir desquelles les différentes parties de l’insecte adulte, comme les 

pattes, les ailes, les pièce buccales, sont formées durant le stade pupal. Les cellules de ces 

disques sont diploïdes. Des disques imaginaux de patte sont disséqués à partir de la 

lignée suivante : 

[en-Gal4, UAS-RFP ; parS2(86Fb), UAS-ParB2-GFP]. 

L’expression des protéines ParB2-GFP est dirigée par le pilote en-Gal4 : la protéine Gal4 est 

sous le contrôle de la région régulatrice du gène engrailed (en) qui s’exprime dans la partie 

postérieure des disques imaginaux. La protéine fluorescente RFP, sous contrôle de séquence 

UAS, va permettre de visualiser le domaine d’expression du pilote en-Gal4.  

Dans la figure 80, on peut voir l’expression de la protéine ParB2-GFP dans la partie postérieure 

du disque de patte et en zoomant sur quelques cellules exprimant cette protéine, on peut 

observer un foyer de fluorescence consécutif à la fixation des protéines ParB2-GFP sur ses 

séquences parS2 localisées en 86Fb. 
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  4-2-2 Dans l’épiderme embryonnaire de la drosophile. 

Les cellules embryonnaires épidermiques sont de petites cellules diploïdes. Pour diriger 

l’expression des protéines ParB dans l’épiderme embryonnaire, j’ai utilisé le pilote patched-

Gal4 (ptc-Gal4). 

Dans la figure 81 A, sont schématisées douze rangées de cellules embryonnaires ventrales de 

l’épiderme de la drosophile. Six rangées de cellules présentent, en fin de stade embryonnaire, 

dans leur domaine apical une excroissance cytoplasmique, appelée denticule ou trichrome 

dont la formation est sous le contrôle du facteur de transcription shavenbaby (svb). Son 

domaine d’expression, dans la partie ventrale de l‘épiderme, est représenté en violet. Les six 

autres rangées de cellules ne forment pas de denticule en raison de l’absence de l’expression 

du gène svb. Ces rangées présentent une cuticule nue. Le gène patched s’exprime dans deux 

rangées de cellules où la cuticule est nue et dans deux rangées dans le domaine d’expression 

du gène svb (fig. 81 B). J’ai choisi ce pilote pour son activité dans le territoire où le gène svb 

est actif et dans celui où il ne s‘exprime pas. 
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Quand la protéine ParB2-GFP est exprimée grâce au pilote ptc-Gal4, on peut observer son 

expression dans deux rangées de cellules. Pour savoir quelles sont les cellules qui présenteront 

une cuticule nue et celles qui formeront des denticules, j’ai effectué un marquage contre la 

protéine Dusky-like (Dyl), dont le gène est une cible directe du facteur de transcription svb. Le 

domaine d’expression de la protéine Dyl phénocopie celui du gène svb (fig. 81 B). 

On peut voir une colocalisation de la protéine PaB2-GFP avec la protéine Dyl indiquant la 

présence de la protéine ParB2-GFP dans deux rangées de cellules épidermiques qui formeront 

des denticules. De même, on peut voir un marquage de la protéine ParB2-GFP dans des 

cellules qui ne présentent pas de marquage contre la protéine Dyl soulignant l’expression de 

la protéine ParB2-GFP dans des cellules qui auront une cuticule nue (fig. 81 B). 

Il est à noter que le domaine d’expression de ce pilote ptc-Gal4 peut s’étendre au-delà de ces 

quatre rangées de cellules, notamment lorsqu’il est utilisé à 25°C. L’activité du système 

Gal4/UAS varie en fonction de la température. Plus la température sera élevée et plus 

l’expression des gènes sera importante et étendue à d’autres rangées de cellules. 

 

J’ai induit l’expression de la protéine ParB2 fusionnée à la GFP avec le pilote ptc-Gal4 dans les 

cellules de l’épiderme en fin d’embryogénèse (stade 12 à 16). En absence de ses séquences 

spécifiques de fixation parS2, la protéine ParB2-GFP est localisée massivement dans le 

cytoplasme (fig. 82 A), comme dans les cellules des glandes salivaires (§3-2) ou dans les 

cellules de mammifères (Fok, 2021). 

En présence des séquences parS2 intégrées au génome de la drosophile au niveau de la 

position cytologique 86Fb, on observe, comme dans les cellules des glandes salivaires, une 

modification de la distribution intracellulaire des protéines ParB2-GFP et l’apparition d’un spot 

de fluorescence net qui est visible à l’intérieur du noyau, correspondant à la fixation des 

protéines ParB2 sur leur séquence de liaison parS2 (fig. 82 B). Les images dans la figure 82 

sont prises avec un seul plan focal. On n’observe pas de spots dans toutes les cellules, car ils 

sont localisés sur différents plans focaux. Ces images ont été obtenues en condition 

hétérozygote pour les séquences parS2 : elles ne sont présentes que sur un seul chromosome. 

Le génome de la drosophile ne contient donc que deux sites de fixation parS2 qui sont 

suffisants pour recruter suffisamment de protéine ParB2 pour créer un foyer de fluorescence. 
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Dans la figure 83, on peut visualiser deux foyers de fluorescence dans le noyau correspondant 

à la fixation des protéines ParB2 fusionnées à la protéine fluorescente mCherry sur leurs 

séquences parS2 insérées dans le génome de la drosophile en deux positions cytologiques 

différentes : sur le chromosome X en position 2A3 et sur le chromosome III en positon 68E1. 

Pour chaque séquence parS, nous sommes en situation hétérozygote avec une seule copie par 

chromosome. 
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Le système ANCHOR permet de visualiser des loci génomiques en temps réel dans un 

organisme pluricellulaire, la drosophile, et tout au long de la vie de l’insecte : de l’embryon à 

l’adulte en passant par la larve et aussi bien dans des cellules possédant des chromosomes 

polytènes que dans de petites cellules diploïdes. 

   

 4-3 La fixation des protéines ParB sur leurs séquences parS modifie-t-elle l’activité de 

régions régulatrices ?  

Les systèmes existant pour visualiser des loci génomiques de type FROS sont basés sur 

l’insertion dans le génome de séquences de grande taille pouvant être supérieures à 10Kb et 

contenant un nombre important de répétition de séquences (jusqu’à 256). Ces insertions sont 

intrusives et peuvent modifier l’environnement chromatinien notamment au niveau des 

régions de régulation (Delker, 2022). 

Qu’en est-il du système ANCHOR dont les séquences parS sont de petites tailles (inférieures à 

1kb) et contiennent peu de séquences répétées ? L’intégration des séquences parS localisées 

au voisinage d’une séquence de régulation a-t-elle une influence sur l’activité de cette région ? 

Et inversement, l’activité d’une région régulatrice a-t-elle une influence sur la visualisation de 

locus génomique par le système ANCHOR ? 

Afin de répondre à ces questions, j’ai utilisé comme séquence de régulation, la région cis-

régulatrice nommée sha3 du gène shavenoïd (sha), une cible directe du gène svb dont le 

domaine d’expression récapitule celui de svb.  
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La construction plasmidique que j’ai utilisée pour répondre à cette question est représentée 

dans la figure 84 A et elle est intégrée dans le génome de la drosophile en position 86Fb. Les 

séquences parS2 sont situées en 5’ de la séquence de régulation sha3 qui dirige l’expression 

du gène rapporteur lacZ. Le domaine d’expression du gène lacZ obtenu avec cette 

construction, que l’on peut voir dans l’image de droite dans la figure 84 B, est similaire à celui 

qui a été obtenu à partir des séquences sha3 clonées dans le vecteur pCaspeRhs43lacZ (image 

de gauche fig. 84 B ; Menoret, 2013). L’introduction des séquences parS2 en amont de celles 

de sha3 ne modifie pas le domaine d’expression de sha3 (fig. 84 B). 

 

Le pilote ptc-Gal4 permet l’expression des protéines ParB2-mCherry dans deux rangées de 

cellules qui auront une cuticule nue car le gène svb ne s’exprime pas (flèche jaune fig. 84 C) et 

dans deux rangées de cellules qui formeront des denticules car le gène svb est actif (flèche 
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rouge, fig. 84 C). L’expression des protéines ParB2 ne modifie pas le domaine d’expression de 

la région régulatrice sha3 qui est similaire à celui que l’on peut observer en absence des 

protéines ParB2 (fig. 84 B photo de droite) ou à celui en absence des séquences parS2 (fig. 84 

B photo de gauche).   

 Si on effectue un agrandissement au niveau de ces régions, dans les cellules où la 

cuticule sera nue, on peut observer dans le noyau un foyer de fluorescence correspondant à 

la fixation des protéines ParB2 sur leurs séquences parS2 (flèche jaune, fig. 85). Dans le 

territoire où les cellules formeront une denticule, on peut voir un marquage contre la protéine 

Galactosidase qui témoigne de l’activité de la région régulatrice sha3. Dans le noyau de ces 

mêmes cellules, on peut visualiser un foyer de fluorescence (flèche rouge, fig. 85). 
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La relation entre le système ANCHOR et l’activité d’une région régulatrice peut être résumée 

par la figure 86 : 

 • La fixation des protéines ParB sur leurs séquences parS n’empêche pas l’activité de la 

région de régulation située à proximité. 

 • L’activité d’une région régulatrice n’empêche pas la fixation des protéines ParB2 sur 

leurs séquences parS2 situées à proximité et la création d’un foyer de fluorescence. 

 

 L’insertion de séquences parS est peu intrusive et la visualisation d’un locus génomique 

avec le système ANCHOR ne perturbe pas l’activité d’une séquence régulatrice située à 

proximité. 
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5- Discussions et perspectives. 

 Dans cette première partie de ma thèse, nous avons vu la mise en place et l’efficacité 

du système ANCHOR pour visualiser des loci génomiques en temps réel dans un organisme 

multicellulaire, la drosophile. 

 J’ai montré que l’expression des protéines ParB chez la drosophile n’entraine pas de 

létalité. Mais la fixation de la protéine ParB sur les séquences parS semble indiquer une légère 

toxicité pour la drosophile. Cette toxicité, toute relative, n’est pas préjudiciable dans 

l‘utilisation de ce système chez la drosophile et n’a pas affecté les expériences que j’ai pu faire 

avec le système ANCHOR. Au vu des résultats, on peut considérer que le système ANCHOR 

n’est pas toxique pour la drosophile. 

 Ce système ANCHOR peut être utilisé pour visualiser des loci génomiques à tous les 

stades du développement de la drosophile : de l’embryon à l’adulte en passant par les stades 

larvaires. Chaque fois que j’ai testé ce système ANCHOR dans un tissu, un foyer de 

fluorescence a pu être observé, que ce soit dans les chromosomes polytènes où chaque locus 

est représenté jusqu’à plus de mille copies, ou dans des cellules polypoïdes comme dans les 

cellules principales des tubes de Malpighi, ou encore dans les petites cellules épidermiques 

diploïdes.  

 Nous disposons de quatre systèmes ANCHOR différents provenant de différentes 

origines bactériennes : Burkholderia cenocepacia, Ralstonia pickettii ou Escherichia coli. Ainsi 

différentes combinaisons peuvent être utilisées simultanément car les différentes protéines 

ParB se fixent sur des séquences parS qui leurs sont spécifiques, même pour des protéines 

provenant de la même bactérie, comme c’est le cas pour ParB1/parS1 et ParB2/parS2. 

  Parmi les quatre systèmes ANCHOR dont je dispose, le couple ParB2/parS2 provenant 

du complexe de partition du chromosome 3 de Burkholderia cenocepacia est celui qui s’est 

révélé le plus performant. Il peut être utilisé simultanément avec deux autres couples : le 

couple ParB1/parS1 provenant du complexe de partition du chromosome 2 de Burkholderia 

cenocepacia et le couple ParB4/parS4 d’Eschérichia coli pour la partition du plasmide F. Or les 

séquences parS2 ne contiennent que deux sites de fixation pour les protéines parB2 

comparées aux autres séquences parS. 
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 Pour les quatre systèmes ANCHOR, l’expression des protéines ParB fusionnées à une 

protéine fluorescente, en absence de leur séquence de fixation parS, est exclusivement 

cytoplasmique, quel que soit le tissu où la protéine est produite. En présence des séquences 

parS, la distribution intracellulaire de la protéine ParB est modifiée et un foyer de fluorescence 

est observé dans le noyau, uniquement au niveau du locus où la séquence parS se trouve. 

C’est cet excellent rapport fluorescence/bruit de fond qui permet de visualiser ce foyer de 

fluorescence. 

 En comparant avec les autres stratégies existantes pour visualiser un locus génomique, 

comme le système LacO/LacI, un des avantages notables du système ANCHOR est l’utilisation 

de séquences de petite taille (moins de 800bp pour parS2) et sans élément répété, comparé 

aux multiples répétitions du site LacO. En effet, au-delà de la facilité pour construire les 

éléments plasmidiques, l’intégration de ces séquences parS dans le génome de la drosophile 

est peu intrusive sur l’activité chromatinien environnant. Ainsi la présence de séquence parS 

au voisinage de région régulatrice n’a pas d’influence sur leur activité et inversement l’activité 

de région régulatrice n’empêche pas la création d’un foyer de fluorescence. Ces résultats sont 

confortés par ceux obtenus par Thomas Germier dans l’équipe de Kerstin Bystricky. Dans les 

cellules de mammifères qu’il utilise, il a montré que le système ANCHOR n’interfère pas avec 

les processus de réplication ou de transcription (Germier, 2018).   

 Les outils du système ANCHOR que j’ai développés pour leur utilisation dans la 

drosophile ont été transmis à deux équipes, celle de Thomas Gregor et celle Sarah Bray. Les 

résultats de leurs travaux respectifs ont permis de confirmer et de renforcer le système 

ANCHOR comme un système performant pour visualiser des loci génomiques en temps réel 

dans des cellules vivantes. 

Thomas Gregor s’intéresse à la communication entre les régions régulatrices et leurs 

promoteurs cibles et étudie plus spécialement comment la topologie de la chromatine 

participe activement à l’activation des gènes. Il combine des techniques d’édition du génome 

et des techniques d’imageries en temps réel dans des cellules vivantes pour visualiser 

simultanément l’interaction entre séquences régulatrices et promoteur et transcription. Pour 

répondre à ces questions, il a mis à profit le développement d’outils de visualisation de locus 

génomique en temps réel, le système ANCHOR développé par l’équipe de Kerstin Bystricky et 

que j’ai mis en place chez la drosophile, qu’il a combiné avec le système MS2/MCP permettant 
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de suivre la synthèse des transcrits primaires. Dans son article publié en 2018 (Chen, 2018), il 

a caractérisé, à l’échelle de la cellule, l’interaction dynamique entre la topologie d’une région 

régulatrice, son promoteur et l’activité transcriptionnelle. Développant un système d’imagerie 

à trois couleurs, il a visualisé simultanément la localisation d’une région régulatrice endogène, 

la localisation du promoteur d’un gène rapporteur où il a inséré une séquence parS et son 

activité transcriptionnelle dans des embryons vivants. Il a observé des foyers de fluorescence 

ParB dans tous les noyaux (diploïdes) de l’embryon en cours de développement, permettant 

de suivre la position et le mouvement du locus où se trouve le gène rapporteur. En dehors des 

autres conclusions de cet article, il a renforcé l’utilisation du système ANCHOR pour visualiser 

des loci génomiques en temps réel dans des cellules vivantes. 

Sarah Bray s’intéresse à la voie de signalisation Notch et dans son article publié en 2018, en 

collaboration avec l’équipe de Kerstin Bystricky et la nôtre (Gomez-Lamarca, 2018), elle 

regarde la réactivité de la voie de signalisation Notch au niveau transcriptionnel à travers une 

analyse in vivo en temps réel du facteur de liaison à l’ADN CSL ou Suppressor of Hairless 

(Su(H)). Elle met en évidence que l'activation de la voie de signalisation Notch in vivo provoque 

des changements dans la dynamique nucléaire de CSL, par une analyse in vivo des mécanismes 

sous-jacents de la réponse transcriptionnelle à la voie de signalisation Notch. Ainsi à l’aide du 

système ANCHOR, elle a pu visualiser en temps réel le locus du gène Enhancer of split, cible 

du gène Su(H), en y insérant par CRISPR/Cas9 la séquence parS. 

 

 Les résultats que j’ai obtenus au cours de ma thèse sur la mise en place du 

système ANCHOR chez la drosophile, combinés aux travaux de ces deux 

équipes utilisant les outils que j’ai développés, permettent de valider chez la 

drosophile, ce système de visualisation de locus génomique en temps réel. 

 

 En février 2022, Richard Mann a publié un article dans lequel il développe des outils pour 

marquer des loci génomiques dans des disques imaginaux avec trois systèmes de protéines se 

liant à l’ADN (Delker, 2022) : LacI/LacO, ParB1/parS1 et ParB2/parS2. Il a optimisé le système 

LacI/LacO en diminuant le nombre de site nécessaire pour permettre d’observer un foyer de 
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fluorescence suffisamment fort pour sortir du bruit de fond. Il a développé ses propres couples 

ParB1/parS1 et ParB2/parS2. Par rapport au système ANCHOR développé par l’équipe de 

Kerstin Bystricky, il y a certaines différences au niveau de la structure des protéines utilisées 

ou dans la manière de les utiliser. Au niveau des trois protéines, LacI et les deux protéines 

ParB, il a introduit une séquence de localisation au noyau (NLS) en position C-terminale des 

protéines ainsi qu’un connecteur entre ces trois protéines et la protéine fluorescente. 

 L’expression de ces protéines est sous le contrôle d’un promoteur inductible par la 

chaleur (heat-shock-sensitive hsp70 promoteur ou hsp70). Il induit la synthèse des protéines 

par un choc thermique de quinze minutes puis il dissèque les disques imaginaux au bout de 4 

heures. Il compare ces trois systèmes et il considère que son système ParB2/parS2 est le plus 

performant. Dans son étude, il n’a effectué que des marquages sur tissus fixés et il n'a pas 

testé ses systèmes en cellules vivantes. Un des problèmes dans l’utilisation du système 

LacI/LacO est l’insertion de large séquences LacO dans le génome. Richard Mann a regardé si 

son système LacI/LacO optimisé pouvait perturber la transcription. Contrairement à ses 

systèmes ParB1/parS1 ou ParB2/parS2, la fixation de LacI perturbe la transcription (Delker, 

2022). 

 Pour observer un foyer fluorescent au niveau d’un locus génomique, il faut que le signal 

du focus soit supérieur à celui du bruit de fond. Dans le système ANCHOR, ce rapport 

signal/bruit de fond est excellent notamment parce que les protéines ParB, en absence de leur 

séquence parS, sont localisées dans le cytoplasme. Les protéines ParB ne restent dans le noyau 

que lorsqu’elles trouvent leurs séquences de fixation, les séquences parS, sur lesquelles elles 

vont se stabiliser, s’agglomérer, s’étendre et accumuler suffisamment de fluorescence pour 

constituer un foyer visible en microscopie.  

 Dans les systèmes développés par Richard Mann, pour visualiser en temps réel un locus 

génomique, pour suivre la dynamique des changements au niveau de la chromatine, est-ce 

que quinze minutes d’induction de la synthèse des protéines ParB seront suffisantes pour faire 

perdurer le signal ? si l’induction devait durer plus longtemps est-ce que l’accumulation des 

protéines ParB dans le noyau permettrait toujours d’observer un foyer de fluorescence ? 
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 Au-delà de la visualisation de loci génomiques, le système ANCHOR pourrait permettre 

d’identifier des facteurs trans-régulateurs se fixant sur des régions régulatrices de l’activité de 

gène, en se servant des propriétés de fixation spécifiques de la protéines ParB sur ses 

séquences parS, de faible taille (inférieur à 1kb) et sa capacité à s’agglomérer, pour développer 

une approche permettant la purification et l’identification de ces facteurs trans-régulateurs. 

 

   

 J’aimerais développer une stratégie de « ChiP-reverse » utilisant les propriétés du 

système ANCHOR pour permettre l’identification biochimique de facteurs de transcription et 

des protéines associées à une région de régulation. La mise au point de cette approche 

s’effectuera en culture de cellules S2. Des lignées stables de cellules S2 seront établies ayant 

intégré dans leur génome les séquences permettant l’expression des protéines ParB 

fusionnées à une molécule fluorescente, ainsi que les séquences de fixation parS situées en 

amont d’une région de régulation d’un gène. Pour mettre au point cette technique, j’utiliserai 

une région régulatrice du gène polished rice ou pri, qui est contrôlée par la fixation du 

récepteur à l’ecdysone. Pour activer cette région régulatrice, il suffit d’ajouter de l’ecdysone 

dans le milieu de culture. Cette région servira de témoin positif. Pour purifier les protéines se 

fixant sur cette région de régulation, j’utiliserai le principe de l’immunoprécipitation de la 

chromatine ou ChIP où un anticorps dirigé contre la GFP ou la mCherry fusionnée à la protéine 

ParB permettra de titrer le complexe [ParB/parS/Protéines/région-régulatrice]. 

L’identification des protéines liées à cette région s’effectuera par spectrométrie de masse. La 

présence du récepteur à l’ecdysone dans nos résultats me permettra de valider cette 

approche. 

 La faisabilité démontrée en culture de cellule, j’appliquerai cette approche in vivo chez 

la drosophile en intégrant par CRISPR les séquences parS près d’un élément de régulation. 
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Chapitre IV : Caractérisation de structures 

cytoplasmiques pseudo-nucléaires dans 

les cellules S2. 
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1- Développement du système ANCHOR en cellules S2. 

 1-1 Distribution intracellulaire des protéines ParB2 en présence des séquences parS. 

Nous avons vu dans le chapitre précédent la mise en place du système ANCHOR dans un 

organisme entier multicellulaire, la drosophile et avec quelle efficacité il est possible de 

visualiser un locus génomique que ce soit dans de petits cellules diploïdes comme les cellules 

embryonnaires de l’épiderme ou dans des grosses cellules polyploïdes comme les cellules des 

glandes salivaires avec ses chromosomes polytènes possédant plus de mille copies pour 

chaque locus. 

J’ai utilisé les cellules en culture S2 pour lesquelles nous possédons un grand nombre d’outils, 

facilement manipulables, afin de tester plus en détails comment le système se comporte vis-

à-vis de la régulation transcriptionnelle.  

J’ai transfecté de manière transitoire dans des cellules S2 un plasmide permettant l’expression 

de la protéine ParB2 fusionnée à la GFP. En absence des séquences parS, la protéine ParB2 est 

principalement localisée dans le cytoplasme. La lamine A est utilisée pour visualiser la 

membrane nucléaire (fig. 87 A).   

En présence d’un plasmide contenant des séquences de fixation parS2, on peut visualiser des 

foyers de fluorescence localisés dans le noyau et/ou dans le cytoplasme correspondant à la 

fixation des protéines ParB sur leurs séquences parS (fig. 87 B). Je reviendrai ultérieurement 

sur les structures identifiées dans le cytoplasme (Partie 2 de ce chapitre). Le nombre, la taille 

et la localisation des spots de fluorescence varient d’une cellule à l’autre. Le comportement 

des protéines ParB est similaire que ce soit dans un organisme multicellulaire comme la 

drosophile ou en culture de cellules : en absence des séquences parS, les protéines ParB ont 

une expression diffuse dans le cytoplasme. Intégrées dans le génome de la drosophile ou sur 

des plasmides transfectés de manière transitoire dans des cellules en culture (c’est à dire non 

intégrés dans le génome des cellules), la présence des séquences parS modifie la distribution 

intracellulaire des protéines ParB qui vont aller se fixer dans le noyau et/ou dans le cytoplasme 

sur ces séquences et former des foyers de fluorescence.   
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 1-2 Effet du système ANCHOR sur l’activité transcriptionnelle. 

J’ai voulu tester si le système ANCHOR peut modifier l’activité transcriptionnelle. Pour cela, 

j’ai utilisé le système MS2/MCP, fourni par Mounia Lagha de l’Institut de Génétique 

Moléculaire de Montpellier, qui permet de détecter les transcrits primaires. Je vais utiliser la 

séquence régulatrice du gène pri, priAse qui est très sensible à l’ecdysone (Shlyeuva, 2014) et 

des travaux dans l’équipe ont montré que le récepteur de l’ecdysone se fixe directement sur 

la région régulatrice priAse (Dib, 2021). Le gène pri n’est pas exprimé dans les cellules S2. Je 

vais tout d’abord regarder comme se comporte cette séquence régulatrice dans des cellules 

S2 en présence ou en absence d’ecdysone.  
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J’ai co-transfecté un plasmide contenant cette séquence priAse contrôlant l’expression du 

gène rapporteur lacZ et des séquences parS2 avec un plasmide exprimant les protéines parB2. 

En présence d’ecdysone (fig. 88 B), le gène lacZ est exprimé et on peut détecter un fort signal 

de la protéine galactosidase. En absence d’ecdysone (fig. 88 A), on ne détecte pas 

d’expression de la protéine galactosidase. 

Ainsi, bien que le gène pri ne s’exprime pas dans les cellules S2, sa région de régulation priAse 

permet de réguler l’expression d’un gène rapporteur en présence d’ecdysone.  

 

Je vais utiliser cette séquence régulatrice car elle présente l’avantage que pour activer 

l’expression d’un gène rapporteur, il suffit de rajouter dans le milieu de culture de l’ecdysone. 

Il n’est pas nécessaire de co-transfecter un plasmide exprimant un facteur de transcription 

permettant l’expression d’un gène rapporteur. 
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J’ai introduit une séquence intronique ainsi que les séquences MS2 au niveau du gène 

rapporteur lacZ, sous le contrôle de la séquence régulatrice priAse (Fig. 89 A). J’ai cotransfecté 

cette construction avec le plasmide [pAct-MCP-GFP] qui permet d’exprimer la protéine MCP 

fusionnée à la protéine fluorescente GFP.  

Dans les conditions « contrôle » (sans Ecdysone), donc sans activité transcriptionnelle, la 

protéine MCP se localise uniformément dans la cellule (fig. 89 B).  

 

En présence d’ecdysone dans le milieu, le récepteur de l’ecdysone EcR est activé et se fixe sur 

des séquences contenues dans la région priAse induisant l’expression du gène rapporteur LacZ 

qui contient des séquences MS2. La protéine MCP se fixant sur les séquences répétées MS2 

néo-transcrites, s’accumule notamment dans le noyau (fig. 90 A). Ainsi, la présence 

d’ecdysone permet au travers de la région régulatrice priAse de promouvoir l’activité 

transcriptionnelle et la synthèse des transcrits primaires du gène rapporteur lacZ-MS2 qui sont 

détectés par la protéine MCP (fig. 90 A).  
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Pour déterminer si une activité transcriptionnelle peut avoir lieu en présence du système 

ANCHOR, j’ai ajouté à ces conditions expérimentales, un plasmide permettant la synthèse de 

la protéine ParB2 fusionnée à la protéine fluorescente mCherry. Le plasmide [pAct-ParB2-

mCherry], sous le contrôle du promoteur actine, va exprimer la protéine ParB2-mCherry qui 

va se fixer sur ses séquences parS2 et qui permettra de localiser le plasmide produisant les 

transcrits primaires contenant les séquences MS2. La protéine ParB2-mCherry co-localise avec 

la protéine MCP sous forme de foci et ne perturbe pas l’activité transcriptionnelle révélée par 

la présence de la protéine MCP (fig. 90 B). Ces expériences suggèrent que l’activité 

transcriptionnelle n’est pas affectée par l’activité du système ANCHOR. J’ai également testé 

que la traduction des transcrits générés s’effectue correctement. Pour cela j’ai suivi la 

présence de la protéine -Galactosidase dont l’expression est sous le contrôle de la région 

régulatrice priAse. En absence d’Ecdysone, sans activité transcriptionnelle la protéine -

Galactosidase n’est pas produite. En présence d’Ecdysone, les transcrits produits permettent 

la synthèse de la protéine (fig. 90 C). 

 

 L’ensemble de ces résultats permet de conclure que le système ANCHOR est 

compatible avec une activité transcriptionnelle des éléments situés à proximité des 

séquences parS.  

 

 1.3 Effet du système ANCHOR sur les séquences insulatrices.  

Afin de limiter le nombre de plasmides transfectés dans les cellules, j’ai construit un plasmide 

comprenant les deux composants du système ANCHOR : la protéine ParB-GFP sous le contrôle 

du promoteur fort actin5C, la séquence parS ainsi que la séquence codant pour la protéine -

Galactosidase, sous le contrôle de la séquence régulatrice priAse (fig. 91 A). En présence 

d’ecdysone, le gène rapporteur LacZ est exprimé et un fort signal de la protéine -

Galactosidase est observé (fig. 91 B). Cependant, en absence d’ecdysone, j’ai pu détecter une 

expression anormale du gène rapporteur LacZ, qui devrait être nulle (fig. 91C). J’ai effectué la 

même expérience mais en utilisant la région régulatrice sha3 à la place de la séquence priAse. 

La région sha3 en absence de la forme activatrice du gène svb ne permet pas d’activer la 
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transcription d’un gène rapporteur. J’obtiens le même résultat : expression du gène 

rapporteur en absence du facteur activateur (fig. 91 D). 

Cette expression « parasite » du gène LacZ doit être liée à la présence du promoteur actin5C : 

le gène lacZ subit l’influence de l’activité transcriptionnelle associée à la synthèse de la 

protéine ParB2 (schéma fig. 91 E). Un mal pour un bien ! J’ai détourné l’utilisation de cette 

construction pour analyser si la présence de séquences insulatrices de part et d’autre des 

séquences contenant [parS2-priAse-hsLacz] pourraient les isoler de l’activité du promoteur 

actin5C et indiquer si des plasmides non intégrés au génome bactérien pourraient avoir une 

certaine organisation. 

 

J’ai introduit des séquences insulatrices gypsy en 5’ des séquences [parS2-priAse-hsLacz] (fig. 

92 B = ins1) et/ou en 3’ de ces séquences (fig. 92 C = ins2 et fig. 92 D = ins12). J’ai transfecté 

ces constructions ainsi que celle sans séquence insulatrice, comme contrôle (fig. 92 A = sans 

ins). J’ai mesuré l’activité transcriptionnelle de priAse en comptant le nombre de cellules qui 

expriment la protéine βgalactosidase en présence ou en absence d’ecdysone (fig. 92 E). 

En absence de séquence insulatrice (A = sans ins) ou avec une séquence insulatrice insérée en 

3’ (C= ins2), il n’y a pas de différence significative dans le nombre de cellules exprimant le gène 

rapporteur LacZ. En absence d’ecdysone, l’expression de la protéine βgalactosidase est due à 

l’activité du promoteur actin5C. La présence de séquences insulatrices en 3’ ne bloque pas 

l’influence transcriptionnelle du promoteur actin5C sur l’expression du gène lacZ (fig. 92 E). 

En revanche, en présence de séquences insulatrices positionnées en 5’ (B = ins1) ou en 5’ et 

en 3’ (D = ins12), on note une différence significative dans le nombre de cellules exprimant le 

gène rapporteur LacZ entre absence et présence d’ecdysone ; le nombre de cellules exprimant 

le gène LacZ est beaucoup plus faible en absence d’ecdysone qu’en présence d’ecdysone. 

Cette différence est d’autant plus prononcée que les séquences [parS2-priAse-hsLacz sont 

flanquées des séquences insulatrices en 5 ‘ et 3’ (fig. 92 E).  

Ces résultats montrent que l’introduction des séquences insulatrices en 5’ ou en 5’ et en 3’ du 

deuxième cadre de lecture ouverte protège l’expression du gène LacZ des activités 

transcriptionnelles du promoteur actin5C. Ainsi la présence des séquences gypsy indique 
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qu’un plasmide peut acquérir une certaine organisation lui permettant d’isoler un cadre de 

lecture ouverte de l’influence d’activités transcriptionnelles situées en dehors de ce cadre. 
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L’ensemble de ces expériences a été réalisé en présence de la protéine ParB2-GFP et de la 

séquence parS2 localisée en amont de la séquence régulatrice priAse et entre les insulateurs. 

Dans la figure 93, on peut voir un foyer de fluorescence vert correspondant à la fixation de la 

protéine ParB2 sur ses séquences parS2.  

 

De ces expériences, nous pouvons conclure, (i) la présence des séquences insulatrices gypsy 

n’empêche pas la fixation de la protéine ParB2 sur ses séquences parS, (ii) le système ANCHOR 

ne perturbe pas l’activité des séquences insulatrices, (iii) la présence des séquences gypsy 

souligne que les plasmides peuvent adopter une conformation structurale leur permettant 

d’isoler une région promotrice de l’influence d’autres promoteurs. 

 

2- Structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires en cellules S2.  

Comme je l’ai mentionné précédemment, lors de l’utilisation du système ANCHOR dans les 

cellules S2 en transfection transitoire, j’ai observé la présence de foyers de fluorescence dans 

le noyau. J’ai également observé des foyers de fluorescence dans le cytoplasme qui ont attiré 

mon attention (Fig. 87). Dans cette partie, je me suis attaché à caractériser ces structures. 

  

 2.1 Identification des structures pseudo-nucléaires cytoplasmiques.  

En effectuant un marquage avec la molécule TO-PRO3, un intercalant fluorescent de l’ADN 

double brin, sur des cellules S2 en culture co-transfectées avec un plasmide exprimant les 
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protéines ParB2 et un plasmide contenant les séquences parS2 (fig. 94 A), j’ai pu remarquer 

que les foyers fluorescents contiennent de l’ADN, correspondant probablement à des agrégats 

de plasmides contenant des séquences parS, localisées dans le cytoplasme. 
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De plus, un marquage avec un anticorps dirigé contre la lamine A (fig. 94 B) a révélé que ces 

agrégats cytoplasmiques plasmidiques pouvaient être entourés de lamine, composant de 

l’enveloppe nucléaire. Ainsi la présence de lamine autour de ces agrégats plasmidiques 

cytoplasmiques pourrait indiquer une structuration de type pseudo-nucléaire. Il est à noter 

que tous les foyers de fluorescence situés dans le cytoplasme ne sont pas tous entourés de 

lamine mais ce phénomène n’est pas rare. 

 

  2.2 Le système ANCHOR est-il responsable de la formation des structures pseudo-

nucléaires? 

L’utilisation du système ANCHOR dans des cellules en culture co-transfectées avec un 

plasmide exprimant les protéines ParB et un plasmide contenant des séquences parS a permis 

de mettre en évidence ces agrégats plasmidiques situés dans le noyau et le cytoplasme. Et 

ceux présents dans le cytoplasme peuvent être entourés de lamine pouvant faire penser à des 

structures pseudo-nucléaires. Ces résultats sembleraient indiquer que les plasmides 

transfectés dans des cellules en culture resteraient localisés et regroupés au sein de la cellule. 

Connaissant la fonction et le mécanisme d’action des protéines ParB, on peut se demander si 

ces agrégats plasmidiques ne pourraient pas être une conséquence de l’utilisation du système 

ANCHOR.  

En effet, les protéines ParB se fixent sur leurs séquences parS sous forme de dimères, 

s’agglomèrent et s’étendent autour de leur point de fixation, accumulant suffisamment de 

fluorescence pour former un foyer de fluorescence visible en microscopie. Les protéines ParB 

possèdent un domaine central pour se lier à leurs séquences spécifiques parS mais aussi à de 

l’ADN non spécifique (Sanchez, 2103). 

L’équipe de Jean-Yves Bouet a proposé le modèle, « Nucleation and caging », pour expliquer 

le fonctionnement du système de partition ParABS (Sanchez, 2015). Je l’ai déjà présenté dans 

mon introduction bibliographique mais il est important de reprendre quelques points qui 

pourraient permettre de comprendre la formation de ces agrégats plasmidiques.  

Les protéines dimères ParB ont une forte affinité pour leurs séquences parS mais une faible 

affinité pour l’ADN non spécifique et entre elles. Les interactions des protéines ParB avec elles-
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mêmes et avec l’ADN non spécifique formeraient un réseau de faible affinité qui permettrait 

la formation d’une zone confinée, ou cage, contenant une grande quantité de protéine ParB. 

 

Le comportement des protéines Par pourrait-il s’appliquer aux plasmides pour expliquer la 

formation de ces agrégats cytoplasmiques ? 

La formation de ces agrégats cytoplasmiques plasmidiques est-elle ParB-dépendante ? 

 

Pour répondre à cette question, l’expérience à réaliser est de regarder si sans les plasmides 

exprimant les protéines ParB, ces structures pseudo-nucléaires cytoplasmiques peuvent se 

produire. En absence des protéines ParB pour visualiser ces structures, la fixation d’un facteur 

de transcription sur ces séquences de régulation cible pourrait permettre de localiser ces 

structures pseudo-nucléaires cytoplasmiques. 

J’ai utilisé le facteur de transcription Shavenbaby (Svb) et une de ses séquences cibles 

préalablement identifiées, sha3, élément de régulation du gène shavenoïd (Menoret, 2013). 

 

La co-transfection d’un plasmide contenant les séquences parS et la séquence régulatrice 

sha3, dirigeant l’expression du gène rapporteur LacZ, avec un plasmide exprimant la forme 

activatrice de Svb, SvbActConst, fusionnée avec la protéine fluorescente GFP, permet la 

synthèse de la protéine -Galactosidase (fig. 95 A). Nous pouvons également voir une co-

localisation des protéines ParB avec Svb. Svb se localise bien dans ces structures 

cytoplasmiques pseudo-nucléaires, identifiées par la présence de la protéine ParB. Il est à 

noter que la forme répressive de Svb, SvbRep, se localise également au niveau de ces 

structures cytoplasmiques et il n’y a pas expression de la protéine -Galactosidase (fig. 95 B).  

De plus, comme décrit dans la littérature, la protéine Svb activatrice a une expression diffuse 

dans le noyau, alors que sa forme répressive est localisée dans le noyau sous forme de dot 

(Kondo, 2010). En conclusion, un facteur de transcription peut s’accumuler dans les structures 

cytoplasmiques pseudo-nucléaires et permettre leur localisation. Donc SvbActConst et 

SvbRep se fixent sur la séquence sha3 au niveau des structures cytoplasmiques pseudo-

nucléaires. 
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En absence des protéines ParB et afin de faciliter l'identification des structures pseudo 

nucléaires cytoplasmiques, j’ai réalisé un marquage contre la lamine.  La forme activatrice de 

Svb fusionnée à la GFP s’accumule dans le cytoplasme au niveau de structures entourées de 

lamine. De plus l’expression de la protéine -Galactosidase certifie la présence du plasmide 

[parS-sha3-hsLacz] (fig. 96 A schéma du principe de l’expérience et B). 
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On peut donc conclure que la formation des structures plasmidiques cytoplasmiques 

pseudo-nucléaires n’est pas dépendante de la présence des protéines ParB. 
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 2.3 Caractérisation des structures pseudo-nucléaires.  

Pour caractériser ces structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires, j’ai tout d’abord 

recherché si l’ADN qu’elles contiennent adopte une certaine organisation de type 

chromatinien.  

Un des principaux constituants protéiques des chromosomes sont les histones qui sont 

étroitement associées à l’ADN pour former les nucléosomes. Les histones du nucléosome 

peuvent être modifiées post-traductionnellement sur leur chaîne latérale (acétylation 

méthylation, phosphorylation…). Ces modifications sont souvent appelées marques 

d’histones. L’enrichissement de ces modifications au niveau d’éléments génétiques 

permettent de dresser un état de la chromatine. En 2017, Delandre et Marshall ont classé la 

chromatine en cinq états différents allant de permissive (2 états), région de la chromatine avec 

une activité transcriptionnelle importante, à répressive (3 états) avec comme son nom 

l’indique une absence d’activité transcriptionnelle. Ces différents états indiquent le niveau 

d’accessibilité de la chromatine en fonction des protéines qui les composent et des différentes 

marques d’histones associées (Delandre, 2017). 

Pour caractériser l’état de ces structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires, j’ai choisi deux 

marques d’histones, chacune représentante d’un état de la chromatine : la marque d’histone 

H3K27ac pour un état permissif et la marque d’histone H3K27me3 pour un état répressif. 

 

 

J’ai tout d’abord analysé la localisation de ces deux marques d’histones dans des cellules S2 

en utilisant un anticorps dirigé contre chacune de ces marques et un anticorps ciblant la 

lamine A permettant de localiser le noyau. Dans les cellules S2, l’expression des marques 

d’histones H3K27ac (fig. 97 A) et H3K27me3 (fig. 97 B) associées à la chromatine se trouve 

logiquement dans le noyau.  
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Pour caractériser l’état chromatinien des structures pseudo-nucléaires, j’ai analysé par 

immunocytochimie la localisation de ces deux marques d’histones en présence des différentes 

formes du facteur de transcription Svb et du système ANCHOR qui révèle les structures 

pseudo-nucléaires.  

En présence de la forme activatrice de Svb, on peut remarquer dans la figure 98 A, une co-

localisation dans le cytoplasme au niveau des structures pseudo-nucléaires entre la protéine 

ParB2, le facteur SvbActConst et la marque d’histone H3K27ac. Par contre, la marque 

d’histone H3K27me3 présente une localisation strictement nucléaire et ne se localise pas dans 

les structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires (fig. 98 B). J’ai effectué les mêmes 

expériences mais cette fois en présence de la forme répressive du facteur de transcription 

Svb, SvbRep. On observe les mêmes localisations en ce qui concerne la marque d’histone 

H3K27ac (fig. 99 A) ou H3K27me3 (fig. 99 B). 
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Que Svb soit sous forme activatrice ou répressive, la marque d’histone H3K27ac est présente 

au niveau des structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires, tandis que la marque H3K27me3 

est toujours nucléaire. Ces agrégats plasmidiques peuvent être également localisés dans le 

noyau et je ne les ai pas observés associés avec la marque d’histone H3K27me3, quelle que 

soit la forme de Svb utilisée (données non montrées). 

A partir de ces observations, il semblerait que ces structures cytoplasmiques pseudo-

nucléaires acquièrent une certaine organisation qui se rapprocherait d’une organisation de la 

chromatine de type permissive permettant l’accessibilité des facteurs de transcription à leur 

séquence cible. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Alexandra Mancheno qui, 

lors de sa thèse dans l’équipe et par des approches génomiques, montre que les formes 

SvbAct et Rep se fixent sur les mêmes séquences régulatrices dont sha3. 

On peut donc conclure que l’ADN plasmidique contenu dans les structures cytoplasmiques 

pseudo-nucléaires, acquiert une organisation chromatinienne de type permissif insensible 

à l’activité transcriptionnelle de Svb.  

Tirant profit des constructions contenant des insulateurs utilisées précédemment, j’ai testé si 

leur présence permet de relocaliser des protéines se fixant sur les insulateurs gypsy dans les 

structures pseudo-nucléaires. La protéine Suppressor of Hairy wing (Su(Hw)) fait partie du 

complexe chromatinien insulateur gypsy et se fixe spécifiquement sur une région de cet 

élément. A l’aide d’un anticorps dirigé contre Su(Hw), fourni par le Professeur Pr. Pamela 

Geyer de l’Université  de l’Iowa, j’ai examiné si cette protéine se localise au niveau de ces 

structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires. 

En absence de séquences insulatrices, le comportement de la protéine Su(Hw) semble 

ambigu car elle est détectée ou non au niveau de ces structures cytoplasmiques pseudo-

nucléaires (fig. 100 B et images non montrées). En revanche, la protéine su(Hw) se localise au 

niveau des structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires en présence des séquences 

insulatrices (fig. 100 A).  
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Ces résultats suggèrent que la protéine Su(Hw) se fixe sur les séquences insulatrices au sein 

des structures pseudo-nucléaires, confirmant qu’elles acquièrent une organisation de type 

chromatinien.  

 

 2.4 Peut-il y avoir une activité transcriptionnelle au niveau de ces structures 

cytoplasmiques pseudo-nucléaires ? 

Les résultats précédents suggèrent qu’une activité transcriptionnelle pourrait se produire au 

niveau de ces structures plasmidiques cytoplasmiques pseudo-nucléaires. Pour répondre à 

cette interrogation, j’ai à nouveau utilisé le système MS2/MCP, qui permet de détecter les 

transcrits primaires. 
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Pour regarder si une activité transcriptionnelle peut avoir lieu au niveau de ces structures 

plasmidiques cytoplasmiques pseudo-nucléaires, j’ai co-transfecté un plasmide permettant 

d’exprimer avec le promoteur constitutif de l’actine, la protéine MCP fusionnée à la GFP, un 

plasmide permettant la synthèse de la protéine ParB2 fusionnée à la protéine fluorescente 

mCherry et un plasmide contenant les séquences parS2 à proximité de la région régulatrice 
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priAse qui sous contrôle de l’ecdysone exprime le gène rapporteur LacZ contenant des 

séquences MS2 (fig. 101 A).  

Comme attendu, la protéine ParB2 se localise au sein de ces structures cytoplasmiques 

pseudo-nucléaires contenant l’ADN du plasmide [parS2-priAse-hsLacZ-MS2] (fig. 101 B).  De 

manière plus surprenante, la protéine MCP se localise également dans le cytoplasme au 

niveau des structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires, mettant ainsi en évidence, la 

synthèse des transcrits primaires dans ces structures. D’après ces observations, on peut donc 

proposer qu’une activité transcriptionnelle aurait lieu au niveau de ces structures 

plasmidiques cytoplasmiques pseudo-nucléaires.  

 

En absence de la protéine ParB2, on peut observer que la protéine MCP se localise tout de 

même dans ces structures cytoplasmiques entourées par la lamine A (fig. 101 C). Cela 

confirme, si nécessaire, que la formation de ces structures est indépendante de la présence 

des protéines ParB2. 

 

Pour conclure, l’ensemble des résultats acquis sur ces structures plasmidiques 

cytoplasmiques pseudo-nucléaires soutient que ces structures acquièrent un certain degré 

d’organisation de type chromatine permissive leur permettant d’avoir une 

activité transcriptionnelle. 

 

 

Le système ANCHOR fonctionne aussi en transfection transitoire et la puissance de ce système 

a permis d’identifier des structures pseudo-nucléaires contenant de l’ADN plasmidique. 

L’ensemble des outils disponibles dans ces cellules associé au système ANCHOR devrait 

permettre dans le futur d’appréhender plus finement la dynamique de la chromatine et la 

régulation de l’expression génique.  
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3- Discussions et perspectives.  

De par sa simplicité de manipulation et les nombreux outils disponibles, les cellules S2 

constituent un modèle de choix pour étudier les mécanismes de la dynamique 

chromatinienne. C’est pour cela que j’ai développé le système ANCHOR dans ce système 

cellulaire, tout d’abord en transfection transitoire, mais avec pour objectif à plus long terme 

de générer des lignées stables, contenant des séquences parS intégrées dans le génome et 

permettant ainsi de travailler dans des meilleures conditions expérimentales.  

Au cours de ce développement, j’ai pu mettre en évidence que le système ANCHOR fonctionne 

pleinement dans ce système cellulaire et qu’il permet de visualiser l’ADN plasmidique, non 

intégré au génome des cellules hôtes. Ces expériences ont mis en évidence que les plasmides 

peuvent se regrouper sous formes d’agrégats et cela indépendamment du système ANCHOR 

(fig. 94 et 96). Ces agrégats sont visibles aussi bien dans le cytoplasme que dans le noyau des 

cellules transfectées et posent la question des mécanismes d’import des plasmides au sein 

des noyaux. 

 

 3-1 Mécanismes d’import des plasmides dans le noyau. 

Les plasmides transfectés qui se retrouvent dans le cytoplasme des cellules sont rapidement 

exposés aux nucléases présentes dans le cytosol. La fixation de nombreuses protéines sur 

l’ADN plasmidique, assure à la fois sa compaction et sa protection. Afin que cet ADN puisse 

être transcrit, il doit être intégré au noyau qui est isolé du reste de la cellule par la membrane 

nucléaire. Pour atteindre son but, l’ADN plasmidique peut profiter de la destruction de 

l’enveloppe nucléaire qui se produit lors de la division cellulaire. Pour les cellules 

interphasiques, les choses sont donc plus difficiles et s’il semble possible qu’une petite 

fraction des plasmides puissent passer par simple diffusion à travers les pores nucléaires, ce 

phénomène reste anecdotique. Pour envahir les noyaux interphasiques, les plasmides 

profitent des propriétés d’import des protéines qui leur sont associées comme certaines 

histones et plus particulièrement des facteurs de transcription. En interphase, la plus grande 

fraction des plasmides atteignant le noyau le fait grâce à un transport actif, en utilisant les 

pores nucléaires (Bai, 2018). Il est aussi intéressant de noter que le transport des plasmides 

dans le cytoplasme, vers les pores nucléaires, nécessite également un transport actif faisant 
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intervenir le cytosquelette cellulaire et notamment les microtubules (Mesika, 2005 ; Salman, 

2005 ; Vaughan, 2006). L’import nucléaire est donc facilité par la fixation de facteurs de 

transcription sur l’ADN plasmidique sur des séquences qualifiées de séquence de ciblage. Un 

exemple typique de ces séquences de ciblage est l’enhancer SV40.  

En effet, dans des études de micro-injection et d'hybridation in situ, réalisées pour étudier le 

mouvement de l'ADN plasmidique, il a été découvert que les plasmides contenant l'intégralité 

du génome du SV40 (5243 pb) ou seulement 50 pb correspondant à l’enhancer SV40 étaient 

en fait capables d'entrer dans les noyaux des cellules interphasiques. Les mêmes plasmides, 

dépourvus de l’enhancer SV40 restent dans le cytoplasme (Dean, 1997, 1999). Dans mes 

expériences, j’ai pu observer des choses similaires. Lors de la co-transfection d’un plasmide 

codant pour la protéine ParB2 et d’un plasmide [parS2-hslacZ] qui ne contient que les 

séquences parS, j’ai pu observer des foyers fluorescents uniquement dans le cytoplasme (fig. 

102). Pour le système ANCHOR, cette observation a été également vue dans des cellules de 

mammifères (Fok, 2021). L’ajout d’une séquence régulatrice, priAse au sein de ce plasmide, 
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en présence d’ecdysone régulant l’activité du gène rapporteur lacZ, permet la translocation 

du plasmide [parS2-priAse-hslacZ] dans le noyau (fig 87). Mes résultats confirment donc que 

la présence de séquences transcriptionnellement actives, permettant la fixation de facteur de 

transcription, facilite le transport des plasmides du cytoplasme vers le noyau où ils seront 

transcrits. Dans mon cas, il serait intéressant de tester la localisation du plasmide [parS2-

priAse-hslacZ], en absence d’ecdysone et donc sans activité transcriptionnelle.  

 

  3-2 Formation des structures pseudo-nucléaires. 

Nous venons de voir que la présence de séquences spécifiques facilite l’import des plasmides 

dans le noyau et qu’en leur absence, ces derniers restent localisés dans le cytoplasme. Mes 

travaux mettent en évidence que les plasmides au sein du cytosol peuvent former des 

agrégats qui s’organisent en structures pseudo-nucléaires identifiables par la présence de 

lamine et d’histones (fig. 94). Il m’est également arrivé de retrouver ces agrégats plasmidiques 

entourés de lamines dans le noyau (fig. 103, flèche blanche). 

 

On peut se demander pourquoi des plasmides transfectés restent groupés et acquièrent une 

structure pseudo-nucléaire qui peut être localisée dans le cytoplasme ? Est-ce que la 

technique de transfection utilisée, générant elle-même des précipités favorise la formation 

des agrégats et induit en erreur la cellule faisant penser à un noyau ou micro-noyau ? On peut 

également se demander si ces structures persistent lors de la division cellulaire. Enfin, il serait 
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intéressant répéter ces expériences de transfection transitoire utilisant le système ANCHOR 

dans d’autres types de cellules en culture provenant de mammifère comme les cellules 

NIH3T3, pour regarder si ces structures cytoplasmiques pseudo-nucléaires sont également 

observables. 

 

  3-3 Le système ANCHOR, Shavenbaby et accessibilité chromatinienne. 

Dans notre équipe, les travaux de thèse d’Alexandra Mancheno-Ferris ont porté sur la 

caractérisation, par des approches génomiques, des mécanismes moléculaires qui contrôlent 

la fixation sur l’ADN du facteur de transcription Shavenbaby. Alexandra a montré que la forme 

activatrice de Svb, SvbAct, et la forme répressive, SvbRep, se fixent sur les mêmes régions cis-

régulatrices pour contrôler de manière antagoniste l’expression d’environ 200 gènes cibles 

directes dans les cellules S2. Alexandra a également mis en évidence que l’environnement 

chromatinien dans lequel Svb évolue contraint sa fixation et par conséquence modifie le 

répertoire de ses gènes cibles (Mancheno-Ferris, 2021). Ainsi Svb, régule différentes cohortes 

de gènes cibles en fonction du type cellulaire dans lequel il se trouve, les cellules S2, les cellules 

épidermiques embryonnaires ou encore les cellules souches intestinales. 

Étant donné que Svb ne s’exprime pas de manière endogène dans les cellules S2, ces dernières 

offrent une opportunité de tester l’accessibilité de ce facteur de transcription sur ses 

séquences cibles. En utilisant des lignées cellulaires stables de cellules S2 permettant 

l’expression de SvbAct ou de SvbRep, Alexandra a montré que ces deux protéines ne se fixent 

pas sur les séquences régulatrices contrôlant l’expression du gène shavenoïd car elles se 

trouvent dans un environnement chromatinien répressif. 

Dans la figure 104 est représenté le locus du gène shavenoïd ainsi que les différentes régions 

régulatrices contenant des motifs de fixation de svb OvoQ6 (prédits par cisTargetX). Ces 

régions ont été testées en essais transgéniques pour appréhender leur activité au sein de 

l’épiderme embryonnaire. Si la région régulatrice sha3, récapitule l’expression épidermique 

de shavenoïd, la région sha2 s’est révélée négative, ne permettant pas une expression 

spécifique. Les analyses de ChiPSeq indiquent que Svb ne se fixe pas sur cette région que ce 

soit dans des cellules épidermiques embryonnaires ou en cellules S2.  
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En utilisant le système ANCHOR, et bénéficiant de la présence des structures pseudo-

nucléaires, j’ai voulu utiliser la région sha2 comme une région « témoin » et regarder 

comment elle se comporte en transfection transitoire dans des cellules S2 pour voir : 

 • si SvbAct et SvbRep peuvent se fixer dessus. 

 • si en présence de SvbAct, sha2 est capable d’activer l’expression d’un gène rapporteur. 

 • si en présence de la région sha2, on peut observer ces structures cytoplasmiques 

pseudo-nucléaires et quelles seraient leur état chromatinien. 
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Dans la figure 105 est représentée l’activité transcriptionnelle de la région sha2 en 

transfection transitoire dans des cellules S2, en présence de SvbActConst (fig. 105 A) ou 

SvbRep (fig. 105 B). La présence des structures pseudo-nucléaires cytoplasmiques permet de 

voir que SvbActConst et Svb Rep s’accumulent sur les plasmides contenant la région sha2.  

 

Mais, seulement la protéine SvbActConst, est capable d’induire l’expression du gène 

rapporteur lacZ dépendant de la région régulatrice sha2. Cette expérience révèle qu’une 
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région régulatrice, inaccessible dans le génome des cellules peut présenter la fixation de 

facteur de transcription lorsqu’elle est contenue dans un plasmide libre de contraintes 

chromatiniennes. L’accessibilité de l’ADN plasmidique est d’ailleurs révélée par la présence de 

la marque d’histone H3K27ac, identifiant les enhancers actifs au sein des structures pseudo-

nucléaires cytoplasmiques (fig. 106). 

Ainsi en transfection transitoire, dans des cellules S2, le site OvoQ6 contenu dans la région 

régulatrice de sha2 est accessible au sein de l’ADN plasmidique et permet la fixation de Svb. 

Dans ce cas, la région sha2 tout comme la région sha3 présente une activité favorisant 

l’expression du gène situé en aval de ces séquences.   

Ces résultats obtenus avec la région sha2 soulignent l’importance de l‘accessibilité de la 

chromatine aux facteurs de transcription et complètent ceux obtenus par Alexandra durant 

sa thèse. La régulation de l’accessibilité à la chromatine est fondamentale dans l’expression 

des génomes au cours du développement ou de la vie d’une cellule pour permettre 

notamment de maintenir les fonctions de chaque type cellulaire. 
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Annexe 1 : Liste des plasmides construits 

 

pAttb-UAST-ParB1-GFP 
pAttb-UAST-ParB1-mCherry 
pAttb-UAST-ParB1-GFP-parS1modif 
pAttb-UAST-ParB2-GFP 
pAttb-UAST-ParB2-mCherry 
pAttb-UAST-ParB2-GFP-parS2 
pAttb-UAST-ParB2-mCherry-parS2 
pAttb-UAST-ParB3-GFP 
pAttb-UAST-ParB4-mVenus 
pAttb-UAST-ParB4-GFP 
pAttb-UAST-ParB4-mVenus-parS4 
pAttb-parS1-hsLacZ 
pAttb-parS1modif-hsLacZ 
pAttb-parS2-hsLacZ 
pAttb-parS2-sha3-hsLacZ 
pAttb-parS2-sha2-hsLacZ 
pAttb-parS2-priAse-hsLacZ 
pAttb-parS3-hsLacZ 
pAttb-parS4-hsLacZ 
pAttb-parS2-sha3-hsLacZ-intron-yellow-MS2 
pAttb-parS2-hsLacZ-intron-yellow-MS2 
pAttb-parS2-priAse-hsLacZ-intron-yellow-MS2 
pAct-MCP-GFP 
pAttb-parS1modif-AB-parS2-hsLacZ 
pAct-ParB1-GFP 
pAct-ParB1-mCherry 
pAct-ParB2-GFP 
pAct-ParB2-mCherry 
pAct-ParB1-GFP-parS1modif 
pAct-ParB1-mCherry-parS1modif 
pAct-ParB2-GFP-parS2 
pAct-ParB2-GFP-parS2-priAse 
pAct-ParB2-GFP-parS2-priAse-hsLacZ 
pAct-ParB2-mCherry-parS2 
pAct-ParB2-mCherry-parS2-priAse 
pAct-ParB2-mCherry-parS2-priAse-hsLacZ 
pAct-ParB2-GFP-parS2-sha3 
pAct-ParB2-GFP-parS2-sha3-hsLacZ 
pAct-ParB2-mCherry-parS2-sha3 
pAct-ParB2-mCherry-parS2-sha3-hsLacZ 
pAct-ParB2-GFP-ins1-parS2-priAse-hsLacZ 
pAct-ParB2-GFP-parS2-priAse-hsLacZ-ins2 
pAct-ParB2-GFP-ins1-parS2-priAse-hsLacZ-ins2 
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Annexe 2 : Liste des lignées transgéniques construites 

 

10967-1.2M ǀ  yw-; +  ; UAST-ParB1-GFP / TM6 (86Fb) 

10967-2.2M ǀ  yw-; + ; UAST-ParB1-mCherry / TM6 (86Fb) 

10967-3.1M ǀ  yw-; + ; UAST-ParB2-GFP / TM6 (86Fb) 

10967-4.2M ǀ  yw-; + ; UAST-ParB2-mCherry / TM6b (86Fb) 

10967-5.1M ǀ  yw-; + ; parS1-hsLacZ / TM6 (86Fb) 

10967-6.1M ǀ  yw-; + ; parS2-hsLacZ / TM3 (86Fb) 

10967-9.1M ǀ yw ; + ; parS2-sha3-hsLacZ / TM6 (86Fb) 

11872-1.1M ǀ yw ; + ; UAST-ParB1-GFP / TM6 (76A2) 

11872-1.2M ǀ yw ; + ; UAST-ParB1-GFP Hz (76A2) 

11872-2.1M ǀ yw ; + ; UAST-ParB2-GFP Hz (76A2) 

11872-2.2M ǀ yw ; + ; UAST-ParB2-GFP / TM6 (76A2) 

11872-3.1M  ǀ yw ; + ; parS1-hsLacZ Hz (76A2) 

11872-3.2M  ǀ yw ; + ; parS1-hsLacZ  / TM3 (76A2) 

11872-4.1M  ǀ yw ; + ; parS2-hsLacZ / TM6 (76A2) 

11872-4.2M  ǀ yw ; + ; parS2-hsLacZ Hz (76A2) 

11872-5.2M  ǀ yw ; + ; parS1-hsLacZ / TM3 (68E1) 

11872-5.4M  ǀ yw ; + ; parS1-hsLacZ Hz (68E1) 

11872-6.3M  ǀ yw ; + ; parS2-hsLacZ / TM6 (68E1) 

22844-1-4M  ǀ yw; + ; parS1modif-hsLacZ / TM3+6 (86Fb) 

yw ; + ; parS3-hsLacZ / TM3 (86Fb)  L1 

yw ; + ; parS3-hsLacZ / TM3 (86Fb)  L2 

yw ; + ; parS3-sha3-hsLacZ / TM3 (86Fb) L1 

yw ; + ; parS3-sha3-hsLacZ / TM3 (86Fb) L2 

18475-1.2M ǀ yw , parS2-hsLacZ / FM7i (2A3) ; + ; +   

18475-2.1M ǀ yw ; parS2-hsLacZ / CyO (43A1) ; + 

14598-3.1M ǀ yw ; parS2-sha3-hsLacZ / TM3 (76A2) ; + 

yw ; ptc-Gal4/(CwL) ; UAST-ParB3-GFP / TM3 (65B2) 

yw ; + ; UAST-ParB3-mCherry L1 Hz (89E11) 

yw ; If/CwL ; UAST-ParB3-GFP (65B2) , parS3 (86Fb) / TM3 

yw ; + ; UAST-ParB3-GFP (65B2) , parS3 (86Fb) / TM3 (R9.3) 

25811-9-1M ǀ yw ; + ; UAST-ParB4-mVenus / TM3 (86Fb) 

25811-10-2M ǀ yw ; + ; parS4-hsLacZ / TM3 (86Fb) 

yw ; If/CwL ; UAST-ParB4-mVenus-parS4 / TM3 (86Fb) D 

yw ; If/CwL ; UAST-ParB4-GFP / TM3 (86Fb) A 

27224-1-1M ǀ yw ; + ; UAST-ParB1-GFP-parS1modif / TM3 (86Fb) 

27224-3-2M ǀ yw ; + ; UAST-ParB2-GFP-parS2 / TM3 (86Fb) 

27224-4-1M ǀ yw ; UAST-ParB2-GFP-parS2 / TM3 (43A1) ; + 

27224-5-2M ǀ yw ; + ; UAST-ParB2-mCherry-parS2 / TM3 (76A2) 

27224-6-3M ǀ yw ; UAST-ParB2-mCherry-parS2 Hz (43A1) 

27224-2-1M ǀ yw ; If / CwL ; UAST-ParB1-GFP-parS1modif / TM3 (76A2) 

27224-3-1M ǀ yw ; If / CwL ; UAST-ParB2-GFP-parS2 / TM3 (86Fb) 

27224-5-1M ǀ yw ; If / CwL ; UAST-ParB2-mCherry-parS2 / TM3 (76A2) 

27224-2-1M ǀ yw ; ptc-Gal4 / (CwL) ; UAST-ParB1-GFP-parS1modif / TM3 (76A2) 

27224-3-1M ǀ yw ; ptc-Gal4 / (CwL) ; UAST-ParB2-GFP-parS2 / TM3 (86Fb) 

28522-5-1M ǀ yw ; parS1modif-AB-parS2-hsLacZ / CyO ; +  (1) chrII 

28522-5-1M ǀ yw ; parS1modif-AB-parS2-hsLacZ (Hz) ; TM3/TM6b  (1) chrII 

28522-5-5F ǀ yw ; + ; parS1modif-AB-parS2-hsLacZ / TM3 ; +  (5) chrIII 

yw ; If/CwL ; UAST-ParB1-GFP (76A2) ; UAST-ParB2mCherry (86Fb) [R7,1] / TM3 

yw ; C147-Gal4 / CwL ; UAST-ParB1-GFP (76A2) ; UAST-ParB2mCherry (86Fb) [R7-1] / TM3 

yw ; ptc-Gal4 / CwL ; UAST-ParB1-GFP (76A2) ; UAST-ParB2mCherry (86Fb) [R7-1] / TM3 

31051-1-1M ǀ yw ; parS2-sha3-hsLacZ-MS2 (43A1) / CyO ; +  

yw ; parS2-sha3-hsLacZ-MS2 (43A1) / CyO ; UAST-ParB2-mCherry (76A2)/TM3 (1) 

yw ; + ; pL402-UAS-MCP-GFP (65B2)/TM3b (from Mounia Lagha) 

yw ; If/CwL ; UAS-MCP-GFP (65B2) / TM3 (from Mounia Lagha) 

yw ; ptc-Gal4 / CwL ; UAS-MCP-GFP (65B2) / TM3 

31051-1-1M ǀ yw ; parS2-sha3-hsLacZ-MS2 (43A1) / CwL ; TM3/TM6b  

yw ; UASp-Svb-ActConst-GFP (3A) / CwL ; + / (TM3) chrII 



226 
 

Annexes 3 : Matériels et Méthodes 

 

Constructions plasmidiques et lignées transgéniques 

En annexe 1 se trouve la liste des différentes constructions plasmidiques qui sont citées dans 

ce mémoire de thèse. Les différentes amorces utilisées pour obtenir ces constructions sont 

listées dans le tableau 5. Toutes les constructions ont été vérifiées par séquençage. 

Les séquences pour les systèmes ANCHOR 1 (pGFP-c2-ParB1-GFP ou mCherry / pUC-parS1) et 

ANCHOR2 (pGFP-c2-ParB2-GFP / pUC-parS2) m’ont été fournies par l’équipe de Kerstin 

Bystricky de l’unité de biologie MCD à Toulouse.  

Les séquences ParB1-GFP, ParB1-mCherry et ParB2-GFP ont été obtenues par digestion des 

plasmides pGFP-c2-ParB1-GFP, pGFP-c2-ParB1-mCherry et pGFP-c2-ParB2-GFP, 

respectivement avec les enzymes de restriction NheI/XbaI. Ces séquences ont été clonées, par 

ligation avec la T4 DNA ligase d’Invitrogen, suivant le protocole du fabricant, dans le vecteur 

pAttb-UAST préalablement coupé par l’enzyme de restriction XbaI et déphosphorylé par 

l’action de l’alkaline phosphatase calf intestinal (CIP) de chez New England Biolabs (NEB) 

suivant le protocole du fabricant pour obtenir les constructions pAttb-UAST-ParB1-GFP, 

pAttb-UAST-ParB1-mCherry et pAttb-UAST-ParB2-GFP.  

La construction pAttb-ParB2-mCherry a été obtenue par ligation de la séquence mCherry 

provenant de la digestion du plasmide pAttb-UAST-ParB1-mCherry par NdeI/XbaI dans le 

plasmide pAttb-ParB2-GFP coupé par les enzymes NdeI/XbaI avec élimination de la séquence 

codant pour la GFP. 

Les séquences parS1 et parS2 ont été obtenues par digestion avec les enzymes de restriction 

HindIII/EcoRI à partir des plasmides pUC-parS1 et pUC-parS2, respectivement. Elles ont été 

clonées par ligation avec la T4 DNA ligase d’Invitrogen, suivant le protocole du fabricant, dans 

le vecteur pAttb-hsLacZ digéré par les enzymes de restriction HindIII/EcoRI pour obtenir les 

constructions pAttb-parS1-hsLacZ et pAttb-parS2-hsLacZ. 

Les séquences du système ANCHOR3 (ParB3/parS3) sont la propriété de la société NeoVirTech 

SA et sont confidentielles.  Les séquences ParB3 et parS3 ont été clonées, respectivement dans 
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les vecteurs pAttb-UAST et pAttb-hsLacZ pour obtenir les constructions pAttb-UAST-ParB3-

GFP et pAttb-parS3-hsLacZ. 

Les séquences du système ANCHOR4 (ParB4/parS4), contenues dans le vecteur pJYB234-

ParB4-mVenus-parS4, m’ont été fournies par l’équipe de Jean-Yves Bouet du LMGM à 

Toulouse. Les séquences ParB4, ParB4-mVenus, ParB4-mVenus-pars4 et parS4 ont été 

obtenues par PCR avec la polymérase Phusion de chez ThermoFisher, suivant le protocole du 

fabricant, à partir du vecteur pJYB234-ParB4-mVenus-parS4, en utilisant respectivement les 

couples d’amorces [parB4-fw/parB4-rev], [parB4-mVenus-fw/parB4-mVenus-rev], [parB4-

mVenus-fw/parS4-rev] et [pars4-fw/parS4-rev]. Ces séquences amplifiées ont été insérées 

dans divers vecteurs par recombinaison homologue en utilisant le système InFusion de chez 

Takara, suivant le protocole du fabricant.  

La séquence ParB4 a été clonée dans le vecteur pAttb-UAST-GFP digéré par BglII/NdeI pour 

obtenir la construction pAttb-UAST-ParB4-GFP. 

La séquence ParB4-mVenus a été clonée dans le vecteur pAttb-UAST digéré par EcoRI/KpnI 

pour obtenir la construction pAttb-UAST-ParB4-mVenus. 

La séquence ParB4-mVenus-parS4 a été clonée dans le vecteur pAttb-UAST digéré par 

EcoRI/NotI pour obtenir la construction pAttb-UAST-ParB4-mVenus-parS4. 

La séquence parS4 a été clonée dans le vecteur pAttb-hsLacZ digéré par HindIII/NotI pour 

obtenir la construction pAttb-parS4-hsLacZ. 

La construction pAttb-parS1modif-hsLacZ a été obtenue par insertion du fragment 

parS1modif synthétisé par la société Integrated DNA Technologies (IDT) dans le vecteur pAttb-

hsLacZ digéré par HindIII/EcoRI, en utilisant le système InFusion de la société Takara. 

Le fragment parS1modif, amplifié par PCR à partir de pAttb-parS1modif-hsLacZ avec le couple 

d’amorces [newparS2-fw/newparS2-rev] est introduit dans le plasmide pAttb-ParB1-GFP au 

niveau du site XbaI avec le système InFusion de chez Takara pour obtenir la construction 

pAttb-UAST-ParB1-GFP-parS1modif. 

Le fragment parS2, amplifié par PCR à partir de pAttb-parS2-hsLacZ avec le couple d’amorces 

[newparS2-fw/newparS2-rev] est introduit dans le plasmide pAttb-ParB2-GFP et pAttb-ParB2-
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mCherry au niveau du site XbaI avec le système InFusion de chez Takara pour obtenir les 

constructions pAttb-UAST-ParB2-GFP-parS2 et pAttb-UAST-ParB2-mCherry-parS2. 

La construction pAttb-parS2-sha3-hsLacZ a été obtenue par ligation de la séquence sha3 

provenant de la digestion du plasmide pCaSpeR-sha3 (Menoret, 2013) par NdeI/XbaI dans le 

plasmide pAttb-ParB2-GFP coupé par les enzymes NdeI/XbaI avec élimination de la séquence 

codant pour la GFP. 

La construction pAttb-parS2-sha2-hsLacZ a été réalisée par insertion du fragment PCR sha2 

obtenu à partir du plasmide pCaSpeR-sha123 avec le couple d’amorces [sha2-fw/sha2-rev], 

dans le plasmide pAttb-parS2-hsLacZ au niveau du site XbaI avec le système InFusion de chez 

Takara. 

La construction pAttb-parS2-priAse-hsLacZ a été réalisée par insertion du fragment PCR parS2 

obtenu à partir du plasmide pAttb-parS2-hsLacZ avec le couple d’amorces [parS2-priAse-

fw/parS2-priAse-rev], dans le plasmide pAttb-priAse-hsLacZ (Dib, 2021) au niveau du site 

HindIII avec le système InFusion de chez Takara. 

La construction pAttb-parS2-sha3-hsLacZ-intron-yellow-MS2 a été obtenue par l’assemblage 

par recombinaison de quatre fragments avec le système InFusion de Takara, selon les 

instructions du fabricant. Les quatre fragments sont : 

- le plasmide pAttb-parS2-sha3-hsLacZ linéarisé par digestion avec l’enzyme Bsu36I dont le 

site est situé dans le gène lacZ. 

- la partie 5’de l’intron du gène yellow obtenue par PCR à partir du plasmide pL19 fourni par 

l’équipe de Mounia Lagha à Montpellier, avec le couple d’amorces [yellow-1er-intron-

fw/yellow-1er-inton-rev], contenant en 5’ le site de restriction Bsu36I et en 3’ le site de 

restriction BamHI. 

- le fragment MS2, contenant 128 répétitions de la séquence MS2, provenant de la digestion 

par les enzymes de restriction BamHI et NheI du plasmide pL19. 

- la partie 3’ de l’intron du gène yellow, synthétisé par la société Integrated DNA Technologies 

(IDT), contenant en 5’ le site de restriction NheI et en 3’ le site de restriction Bsu36I. 
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La construction pAttb-parS2-hsLacZ-intron-yellow-MS2 a été obtenue par la ligation, avec la 

T4 DNA ligase d’Invitrogen, suivant le protocole du fabricant, du fragment parS2 HindIII/NotI 

provenant du plasmide pAttb-parS2-hsLacZ avec le plasmide pAttb-parS2-sha3-hsLacZ-intron-

yellow-MS2 digéré par HindIII/NotI (élimination du fragment parS2-sha3). 

La construction pAttb-parS2-priAse-hsLacZ-intron-yellow-MS2 a été réalisée par insertion du 

fragment PCR priAse obtenu à partir du plasmide pAttb-priAse-hsLacZ avec le couple 

d’amorces [priAse-NotI-fw/priAse-NotI-rev], dans le plasmide pAttb-parS2-hsLacZ-intron-

yellow-MS2 au niveau du site NotI avec le système InFusion de chez Takara. 

La construction pAct-MCP-GFP a été obtenue par ligation de la séquence MCP-GFP provenant 

de la digestion KpnI/XbaI du plasmide pL402-MCP-GFP, fourni par l’équipe de Mounia Lagha 

à Montpellier, dans le plasmide pAct5C coupé par les enzymes KpnI/XbaI.  

La construction pCaSpeR-parS1modif-AB-parS2-hsLacZ a été obtenue par l’assemblage par 

recombinaison de quatre fragments avec le système InFusion de Takara, selon les instructions 

du fabricant. Les quatre fragments sont : 

- le fragment NotI-AB-XhoI et le fragment XhoI-pCaSpeR-hslacZ-NotI provenant de la digestion 

du plasmide pCaSpeR-AB-hsLacZ par XhoI/NotI. 

- le fragment parS1modif(AB) contenant les sites XhoI en 5’ et en 3’, obtenu par PCR à partir 

du plasmide pAttb-parS1modif-hsLacZ avec le couple d’amorces [parS1modif-AB-

fw/parS1modif-AB-rev]. 

- le fragment parS2(AB) contenant les sites NotI en 5’ et en 3’, obtenu par PCR à partir du 

plasmide pAttb-parS2-hsLacZ avec le couple d’amorces [parS2-AB-fw/parS2-AB-rev]. 

Les fragments ParB1-GFP, ParB1-mCherry, ParB2-GFP et ParB2-mCherry, issus respectivement 

des plasmides pAttb-ParB1-GFP, pAttb-ParB1-mCherry, pAttb-ParB2-GFP et pAttb-ParB2-

mCherry par digestion KpnI/XbaI ont été clonés dans le vecteur pAct5C au niveau des sites 

KpnI et XbaI pour obtenir les constructions plasmidiques pAct-ParB1-GFP, pAct-ParB1-

mCherry, pActParB2-GFP et pAct-ParB2-mCherry. 

Le fragment parS1modif obtenu par PCR à partir du plasmide pAttb-parS1modif-hsLacZ avec 

le couple d’amorces [newparS2-fw/newparS2-rev] a été cloné dans les vecteurs pAct-ParB1-

GFP et pAct-ParB1-mCherry au niveau du site XbaI avec le système InFusion de chez Takara 
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pour obtenir les constructions pAct-ParB1-GFP-parS1modif et pAct-ParB1-mCherry-

parS1modif. 

Le fragment parS2 obtenu par PCR à partir du plasmide pAttb-parS2-hsLacZ avec le couple 

d’amorces [newparS2-fw/newparS2-rev] a été cloné dans les vecteurs pAct-ParB2-GFP et 

pAct-ParB2-mCherry au niveau du site XbaI avec le système InFusion de chez Takara pour 

obtenir les constructions pAct-ParB2-GFP-parS2 et pAct-ParB2-mCherry-parS2. 

Le fragment parS2-sha3 obtenu par PCR à partir du plasmide pAttb-parS2-sha3-hsLacZ avec le 

couple d’amorces [newparS2-fw/newparS2-rev] a été cloné dans les vecteurs pAct-ParB2-GFP 

et pAct-ParB2-mCherry au niveau du site XbaI avec le système InFusion de chez Takara pour 

obtenir les constructions pAct-ParB2-GFP-parS2-sha3 et pAct-ParB2-mCherry-parS2-sha3. 

Le fragment parS2-priAse obtenu par PCR à partir du plasmide pAttb-parS2-priAse-hsLacZ avec 

le couple d’amorces [act-parS2-priAse-fw/act-parS2-priAse-rev] a été cloné dans les vecteurs 

pAct-ParB2-GFP et pAct-ParB2-mCherry au niveau du site XbaI avec le système InFusion de 

chez Takara pour obtenir les constructions pAct-ParB2-GFP-parS2-priAse et pAct-ParB2-

mCherry-parS2-priAse. 

Le fragment priAse-hsLacZ obtenu par PCR à partir du plasmide pAttb-priAse-hsLacZ (Dib, 

2021) avec le couple d’amorces [priAse-hslacZ-fw/priAse-hsLacZ-rev] a été cloné dans les 

vecteurs pAct-ParB2-GFP-parS2 et pAct-ParB2-mCherry-parS2 au niveau du site PspXI avec le 

système InFusion de chez Takara pour obtenir les constructions pAct-ParB2-GFP-parS2-

priAse-hsLacZ et pAct-ParB2-mCherry-parS2-priAse-hsLacZ. 

Le fragment hsLacZ obtenu par PCR à partir du plasmide pAttb-priAse-hsLacZ (Dib, 2021) avec 

le couple d’amorces [hslacZ-fw/priAse-hsLacZ-rev] a été cloné dans les vecteurs pAct-ParB2-

GFP-parS2-sha3 et pAct-ParB2-mCherry-parS2-sha3 au niveau du site XbaI avec le système 

InFusion de chez Takara pour obtenir les constructions pAct-ParB2-GFP-parS2-sha3-hsLacZ et 

pAct-ParB2-mCherry-parS2-sha3-hsLacZ. 

Le fragment ins1 obtenu par PCR à partir du plasmide pAttb-hsLacZ-ins avec le couple 

d’amorces [ins1-HindIII-fw/ins1-HindIII-rev] est cloné dans le vecteur pAttb-ParB2-GFP-parS2-

priAse-hsLacZ au niveau du site HindIII avec le système InFusion de chez Takara pour obtenir 

la construction pAct-ParB2-GFP-ins1-parS2-priAse-hsLacZ. 
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Le fragment ins2 obtenu par PCR à partir du plasmide pAttb-hsLacZ-ins avec le couple 

d’amorces [ins2-PspOMI-fw/ins2-PspOMI-rev] est cloné dans le vecteur pAttb-ParB2-GFP-

parS2-priAse-hsLacZ au niveau du site PspOMI avec le système InFusion de chez Takara pour 

obtenir la construction pAct-ParB2-GFP-parS2-priAse-hsLacZ-ins2. 

La construction pAct-ParB2-GFP-ins1-parS2-priAse-hsLacZ-ins2 est réalisée par l’assemblage 

par recombinaison de quatre fragments avec le système InFusion de Takara : les fragments 

ins1 et ins2 obtenue par PCR et le plasmide pAct-ParB2-GFP-parS2-priAse-hsLacZ digéré par 

HindIII/PspOMI. 

 

Les lignées transgéniques (liste en annexe2) ont été générées soit par la plateforme de 

transgénèse de l’unité soit par la société BestGene Inc., en utilisant le système PhiC31. Les 

protéines ParB sont exprimées dans l’épiderme embryonnaire de drosophile avec le pilote ptc-

Gal4, dans les glandes salivaires avec les pilotes, sgs3-Gal4 ou 332.3-Gal4 ou C147-Gal4, dans 

les disques imaginaux de patte avec le pilote en-Gal4 et dans les cellules réabsorbantes des 

tubules de Malpighi de drosophile adulte avec le pilote C507-Gal4. 

 

Amorces Séquences 

parB4-fw ATTCGTTAACAGATCTATGAAGCGTGCGCCTGTTATTCC 

parB4-rev CCCTTGCTCACCATATGGGGTGCTGGCTTTTCAAGTTCC 

parB4-mVenus-fw 

parB4-mVenus-rev 

AGGGAATTGGGAATTCATATGAAGCGTGCGCCTGTTATTCC 

AAAGATCCTCTAGAGGTACCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 

pars4-fw 

parS4-rev 

AGGGAATTGGGAATTCATATGAAGCGTGCGCCTGTTATTCC 

GGATCCGCTAGCGGCCGCCTTGACAGGCATTGATGGAATC 

newparS2-fw 

newparS2-rev 

AAGGGGATCCTCTAGAGCTTGGATTTCACTGGAACTAGG 

ACAAAGATCCTCTAGATTATACTCCGGCGCTCCTCGAG 

sha2-fw 

sha2-rev 

GAAGTTCAAGGAATTCCACCTGCCGTGGAACTTTTCGAAAG 

GGATCCGCTAGCGGCCGCATCCGAACACTGAAGACTGTAGACTG 

parS2-priAse-fw 

parS2-priAse-rev 

TAGCGGATCCAAGCTTGCTTGGATTTCACTGGAACTAGG 

TTAGTGGTGTAAGCTTTTATACTCCGGCGCTCCTCGAG 

yellow-1er-intron-fw 

yellow-1er-intron-rev 

GTGCGATCTTCCTGAGGCCCGTGATGGTAAGTGGAAGTTAAATATG 

ATGTACTAGTGGATCCCCATGGGCTTTTTTAAATCAAAATTTATTTAC 

priAse-NotI-fw CGGTACCCCGCGGCCGCTTACACCACTAAAAAGTCCAAAAAGAAGG 
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priAse-NotI-rev GGATCCGCTAGCGGCCGCGAATTCAGCATGAATATTCGGAGAC 

parS1modif-AB-fw 

parS1modif-AB-rev 

GATCAGATCCGCGGCCGCGCTTGGATTTCACTGGAACTAGG 

TAGTTCTAGAGCGGCCGCTTGTTTGAATTGAATTGTCGCTC 

parS2-AB-fw 

parS2-AB-rev 

TACCGTCGACCTCGAGGCTTGGATTTCACTGGAACTAG 

TCCGGCGCTCCTCGAGCACTTTGCTTGTTTGAATTGAATTGTCG 

act-parS2-priAse-fw 

act-parS2-priAse-fw 

AAGGGGATCCTCTAGAGAATACATTTAATTTAGAAAATGCTTGG 

GCGCGCCGGCTCTAGAAGCATGAATATTCGGAGACAATG 

priAse-hsLacZ-fw 

priAse-hsLacZ-rev 

TAGCGGATCCCTCGAGGACACCACTAAAAAGTCCAAAAAGAAGG 

TCCGGCGCTCCTCGAGGTTATTTTTGACACCAGACCAACTG 

hs-LacZ-fw TAGCGGATCCCTCGAGGAGCGCCGGAGTATAAATAGAGG 

Ins1-HindIII-fw 

Ins1-HindIII-rev 

TAGCGGATCCAAGCTTGGGCTGCATCACGTAATAAG 

GCAGGCATGCAAGCTTGAGCACAATTGATCGGCTAAATGG 

Ins2-PspOMI-fw 

Ins2-PspOMI-rev 

ATAATCTAGAGGGCCCTCACGTAATAAGTGTGCGTTG 

TACCTTCGAAGGGCCCAATTGATCGGCTAAATGGTATGGC 

  

 

Tableau 5 : Liste des amorces utilisées pour obtenir les différentes constructions 

plasmidiques citées dans ce mémoire de thèse. 

 

Immunocoloration sur embryons, larves. 

Fixation et dévitellinisation des embryons : les embryons, âgés de 14 à 18h de développement 

sont déchorionnées pendant 2min dans la javel 37%/H2O, volume à volume, puis transférés 

dans des tubes corex contenant 5ml d’heptane. Ils sont fixés avec l’ajout de 5ml d’une solution 

de paraformaldéhyde 4% dans du PBS1X pendant 20min sous agitation à 22°C. Après avoir 

éliminé la phase inférieure (formaldéhyde), les embryons sont dévitellinisés avec l’addition de 

5ml de méthanol puis par une forte agitation pendant une quarantaine de seconde. Les 

embryons dévitellinisés tombent au fond du tube. Après avoir éliminé les deux phases, ils sont 

rincés trois fois avec 5ml de méthanol. Ils peuvent être stockés dans du méthanol à -20°C. 

Immunocoloration sur embryons : les embryons sont réhydratés progressivement et 

perméabilisés avec du PBT (PBS 1X, Triton X-100 0,1%), puis trois lavages de 5 min sont 

effectués dans du PBT avant d’être incubés pendant 1heure sous agitation à 22°C dans du PAT 

(PBS 1X, BSA 1%, Triton X-100 1%) afin de saturer les sites non spécifiques. Les embryons sont 
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incubés avec l’anticorps primaire dans du PAT pendant toute la nuit, sous agitation, à 4°C. La 

concentration des différents anticorps primaires utilisés est : anti-GFP (mouse) 1/800e ; anti-

mCherry (rat) 1/800e ; anti-Cut (mouse) 1/200e ; anti-dyl (rabbit) 1/600e ; anti-lamine A 

(mouse) 1/200e; anti-galactosidase (rabbit) 1/1000e. Après trois rinçages de 10 min dans du 

PAT puis deux de 10min dans du PBT, les embryons sont incubés avec les anticorps 

secondaires dans du PBT pendant deux heures à 22°C. Les anticorps secondaires, Alexa-Goat-

Anti-Rabbit 488/555/647 (GAR488 ou GAR555 ou GAR647), ou Alexa-Goat-Anti-Mouse 

488/555/647 (GAM488 ou GAM555 ou GAM647) ou Alexa-Goat-Anti-Rat 555 (GARat555) sont 

utilisés au 1/800e sauf pour les anticorps GAR647 et GAM647 qui sont utilisés au 1/200e. Les 

noyaux peuvent être colorés avec du TO-PRO et visualisés dans du rouge lointain. Apres trois 

rinçages de 10 min avec du PBT, les embryons sont montés entre lame et lamelle dans du 

milieu de montage Vectashield. 

Les observations et acquisitions sont effectuées sur un microscope confocal Leica SPE. 

 

Immunocoloration sur glandes salivaires : 20 à 30 mouches sont mises dans des pondoirs où 

les femelles vont pondre leurs œufs, pendant huit heures à 25°C, dans des boites de Petri de 

45mm de diamètre contenant de l’agar et du rouge ponceau sur lequel de la levure a été 

déposée. Les pondoirs sont laissés vieillir pendant 72heures à 25°C. Les larves possédant le 

bon génotype sont triées sous loupe à fluorescence. Les glandes salivaires sont disséquées 

dans du PBS1X froid puis fixées pendant 20 minutes à 22°C dans une solution de 

paraformaldéhyde 4% dans du PBS1X. Après un rinçage rapide dans du PBS1X, trois lavages 

de 5 min dans du PBS1X sont effectués suivi par un lavage rapide avec du PAT avant d’incuber 

les glandes salivaires pendant 1heure sous agitation à 22°C dans du PAT afin de saturer les 

sites non spécifiques. Puis l’immunocoloration des glandes salivaires s’effectue comme pour 

les embryons. Pour les protéines fusionnées à des protéines fluorescentes comme la GFP ou 

la mCherry, il n’est obligé d’utiliser un anticorps dirigé contre ces protéines. La fixation n’altère 

pas leur pouvoir de fluorescence. Comme pour les embryons, les noyaux peuvent être colorés 

avec du TO-PRO et visualisés dans du rouge lointain. Apres trois rinçages de 10 min avec du 

PBT, les glandes salivaires sont montées entre lame et lamelle dans du milieu de montage 

Vectashield. 
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Pour effectuer une observation dans des cellules vivantes, les glandes salivaires sont montées 

directement, sans fixation, ente lame et lamelle dans du Vectashield. 

Les observations et acquisitions sont effectuées sur un microscope confocal Leica SPE. 

 

Immunocoloration sur cellule de drosophile S2 : 

Les cellules de drosophile S2 sont cultivées dans du milieu de culture Schneider supplémenté 

avec 10% de sérum de veau fœtal et 1% de pénicilline/streptomycine. 

Transfection transitoire en cellules S2 : les expériences de transfection transitoire dans les 

cellules S2 sont réalisées dans des boites de 24 puits. Mettre une lamelle de 14mm de 

diamètre dans chaque puit, puis déposer 200.000 cellules dans 500µl de milieu par puit. Le 

mélange des différents plasmides à transfecter (50ng par plasmide) est effectué dans de 

l’Opti-MENTM (Gibco) dans un volume de 21µl puis 0.6µl de réactif de transfection FuGENEHD 

(Promega) est rajouté en dernier. Après 20min à 22°C, le mélange à transfecter est déposé 

dans chaque puit puis mélangé en faisant des 8 et incubé pendant 48h à 25°C. S’il est 

nécessaire d’induire l’expression par l’ecdysone, au bout de 24h, 5nmol de 20-

HydroxyEcdysone (soit 10µM final) est ajouté dans chaque puit à partir d’une solution de 

5mg/ml préparé dans l’éthanol. 

Immunocoloration sur cellules S2 : après 48h, retirer le milieu de culture des cellules avec une 

pipette automatique et rajouter 250µl de solution de paraformaldéhyde 4% dans du PBS1X 

pour fixer les cellules. Au bout de 10min, retirer la solution de paraformaldéhyde à la pipette 

et effectuer deux rinçages avec 500µl de PBS1X. Après un rinçage rapide avec 500µl de PBT 

0,1% (PBS 1X, Triton X-100 0,1%), saturer les sites non spécifiques avec 500µl de PAT 0,1% 

(PBS1X, 50mg de BSA, Triton X-100 0,1%) pendant 1h à 22°C. Prélever la lamelle et la déposer 

sur un parafilm où l’élimination des diverses solutions (anticorps ou rinçages) s’effectuera à 

l’aide d’une pompe aspirante. 50µl de solutions contenant les anticorps primaires dans du PAT 

0,1% sont déposées sur chaque lamelle et incuber pendant 2h à l’abri de la lumière. Après 4 

rinçages de 10min avec 75µl de PBT 0,1%, les cellules sont incubées avec 50µl de solutions 

contenant les anticorps secondaires dans du PAT 0,1%. 
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La concentration des différents anticorps primaires utilisés est : anti-GFP (mouse) 1/500e ; 

anti-mCherry (rat) 1/500e ; anti-lamine A (mouse) 1/250e ; anti-galactosidase (rabbit) 1/2000e 

; anti-H3K27ac (rabbit) 1/1000e ; anti-H3K27me3 (rabbit) 1/500e ; anti-Su(Hw) (chévre) 1/200e 

fourni par la Professeure Pamela Geyer (Université de l’Iowa). Les anticorps secondaires sont 

utilisés avec la même concentration que pour les embryons ou les glandes salivaires. Pour les 

protéines fusionnées aux protéines fluorescentes GFP ou mCherry, la plupart des images ont 

été obtenues sans utiliser d’anticorps dirigé contre elles. Les noyaux peuvent être colorés avec 

du TO-PRO et visualisés dans du rouge lointain. Les lamelles sont déposées sur une lame avec 

les cellules côté lame, dans 3µl de Vectashield. 

Les observations et acquisitions sont effectuées sur un microscope confocal Leica SPE. 
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Annexe 4 : Liste des publications obtenues pendant la 

thèse 

 

● Dib, A., Zanet, J., Mancheno-Ferris, A., Gallois, M., Markus, D., Valenti, P., Marques-Prieto, 

S., Plaza, S., Kageyama, Y., Chanut-Delalande, H., and Payre, F. (2021). Pri smORF Peptides 

Are Wide Mediators of Ecdysone Signaling, Contributing to Shape Spatiotemporal Responses. 

Front Genet. 12:714152. 

● Montigny, A., Tavormina, P., Duboe, C., San Clémente, H., Aguilar, M., Valenti, P., 

Lauressergues, D., Combier, J.P., and Plaza, S. (2021). Drosophila primary microRNA-8 

encodes a microRNA-encoded peptide acting in parallel of miR-8. Genome Biol. 22(1):118. 

● Ray, S., Rosenberg, M.I., Chanut-Delalande, H., Decaras, A., Schwertner, B., Toubiana, W., 

Auman, T., Schnellhammer, I., Teuscher, M., Valenti, P., Khila, A., Klingler, M., and Payre, F. 

(2019). The mlpt/Ubr3/Svb module comprises an ancient developmental switch for embryonic 

patterning. Elife. 8:e39748. 

● Bohère, J., Mancheno-Ferris, A., Al Hayek, S., Zanet, J., Valenti, P., Akino, K., Yamabe, Y., 

Inagaki, S., Chanut-Delalande, H., Plaza, S., Kageyama, Y., Osman, D., Polesello, C., and 

Payre, F. (2018). Shavenbaby and Yorkie mediate Hippo signaling to protect adult stem cells 

from apoptosis. Nat Commun. 9(1):5123. 

● Gomez-Lamarca, M.J., Falo-Sanjuan, J., Stojnic, R., Abdul Rehman, S., Muresan, L., Jones, 

M.L., Pillidge, Z., Cerda-Moya, G., Yuan, Z., Baloul, S., Valenti, P., Bystricky, K., Payre, F., 

O'Holleran, K., Kovall, R., and Bray, S.J. (2018) Activation of the Notch Signaling Pathway In 

Vivo Elicits Changes in CSL Nuclear Dynamics. Dev Cell. 44(5):611-623.e7. 

● Salis, P., Payre, F., Valenti, P., Bazellieres, E., Le Bivic, A., and Mottola, G. (2017). Crumbs, 

Moesin and Yurt regulate junctional stability and dynamics for a proper morphogenesis of the 

Drosophila pupal wing epithelium. Sci Rep. 7(1):16778. 
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