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Dspl favorise le recrutement
des protéines du groupe
Polycomb sur la chromatine

Jérome Déjardin, Giacomo Cavalli

Polycomb, trithorax et la mémoire des
états transcriptionnels

L’homéostasie est un processus physiolo-
gique fondamental des organismes mul-
ticellulaires, dont la régulation implique
que les relations biologiques entre dif-
férents tissus tres spécialisés, ou entre
les tissus et ’environnement extérieur,
doivent fournir une réponse constante a
des conditions de vie hautement dyna-
miques. Ce processus essentiel a la vie
cellulaire concerne I'organisme a tous
les niveaux, et il inclut en particulier le
contrdle et le maintien des destinées
cellulaires. €n effet, lorsqu’une cel-
lule s’engage dans un programme de
différenciation, son identité doit étre
conservée aprés chaque mitose. Ce qui,
en termes plus moléculaires, signifie
qu’a chaque état différencié correspond
un profil d’expression génique spéci-
fique. Pour une cellule embryonnaire
« totipotente », le choix de s’engager
dans une voie particuliere dépend de
I'influence de multiples facteurs, dont
la conséquence premiere est I’établis-
sement de profils d’expression géniques
spécifiques. Or, de tels stimulus sont
trés souvent transitoires, et pourtant
la cellule engagée dans une voie de
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différenciation maintient
un certain profil d’ex-
pression génique apres la
disparition de ces fac-
teurs de différenciation.
Un défaut, ne serait-ce
que mineur, dans ce pro-
cessus de mémoire, peut
avoir des conséquences
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I’axe antéro-postérieur
et déterminent le plan de
développement de 'orga-
nisme. Ainsi, au cours de
I’embryogenése, ces pro-
fils sont établis préco-
cement par une cascade
de facteurs de transcrip-
tion (de types maternel,
gap, pair-rule et polarité
segmentaire) dont I’ac-
tion n’est que transitoire
[1]. Ces facteurs dispa-
raissent en effet avant
la gastrulation. Pourtant,
le profil d’expression des
genes homéotiques est

catastrophiques sur le
développement ou sur la

physiologie de I'organisme. Les protéi-
nes des groupes de genes Polycomb et
Trithorax (PcG et trxG) sont des facteurs
chromatiniens tres conservés au cours
de I’évolution des métazoaires, qui sont
a la base de ce systeme de mémoire
transcriptionnelle. Apres la disparition
des facteurs établissant le statut d’ex-
pression de leurs genes cibles, les pro-
téines du PcG et du trxG sont capables
de maintenir respectivement réprimés
ou actifs ces genes cibles au cours des
générations cellulaires successives.
Certainement parce qu’ils ont été iden-
tifiés en premier chez la drosophile,
les genes cibles des facteurs du PcG et
du trxG les mieux caractérisés sont les
génes homéotiques. Les profils d’expres-
sion de ces derniers varient le long de

maintenu en I’absence de

ces facteurs tout au long
du développement et de la vie adulte.
Cette homéostasie de I’expression des
génes homéotiques est le fait de I’action
des protéines du PcG et du trxG. Chez
la drosophile, ces protéines agissent
en s’associant a des segments d’ADN
chevauchants appelés Polycomb- et Tri-
thorax-response elements (PRE/TRE).
Autrement dit, il ne suffit pas qu’un
gene soit réprimé ou activé pour que ce
statut transcriptionnel soit reconnu par
les facteurs du PcG ou du trxG. Cette
mémoire requiert aussi la présence d’un
PRE/TRE, ce qui indique que ces séquen-
ces permettent une association stable
de ces facteurs sur leurs cibles. Ces
éléments ont ainsi fait I'objet d’inten-
ses efforts de caractérisation depuis
environ une dizaine d’années. Pour défi-
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nir une séquence comme étant un PRE,
celle-ci doit répondre a deux critéres
majeurs : elle doit étre fixée par les
membres du PcG in vivo et, lorsqu’elle
est placée a proximité d’un gene rappor-
teur, celle-ci doit entrainer une répres-

>

Figure 1. Effet des divers éléments de réponse
aux facteurs du PcG/trxG sur I’expression du
gene rapporteur mini-white (w). A. Les mou-
ches utilisées dans ces expériences de trans-
genése sont mutantes pour le géne white, dont
I’expression est nécessaire a I’accumulation
d’un pigment rouge dans I'ceil des adultes.
B. l'ajout d’un transgéne contenant une ver-
sion simplifiée de white (mini-white) entraine
I’apparition de pigment rouge dans I'ceil. C. Un
PRE placé en amont de mini-white entraine la
répression de I’expression de ce rapporteur.
Cette répression est « métastable », c’est-a-
dire qu’elle est maintenue dans la plupart des
cellules durant la division cellulaire mais elle
est occasionnellement perdue dans un certain
nombre d’entre elles. Cela se manifeste par une
bigarrure de I'ceil caractéristique du PcG. D. Un
TRE controlant I'expression du rapporteur a
pour conséquence une surexpression de celui-
ci. Dans notre étude, cet effet a été observé
en mutant le motif G(A) du PRE Ab-Fab. €. Le
PRE artificiel (PRE art) réprime partiellement
I’expression de mini-white, avec une bigarrure
caractéristique de I'action du PcG. PRE: élé-
ment de réponse aux protéines du PcG; TRE:

élément de réponse aux protéines du trxG.
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sion de ce gene dépendante de I’action
du PcG (Figure 1). Jusqu’a présent, peu
de séquences présentant ces propriétés
ont été isolées. €t une conclusion que
I’on peut tirer de I"’ensemble de ces étu-
des est qu’il n’y a pas, ou trés peu, de
ressemblance entre ces séquences, qui
pourtant présentent les mémes proprié-
tés in vivo. &n effet, la taille d’un PRE
peut varier d’une centaine a plusieurs
milliers de paires de bases; sa position
par rapport au gene régulé est aussi
tres variable: proches ou chevauchant
le promoteur pour certains PRE, ou bien
situés jusqu’a des dizaines de kilobases
de celui-ci, en amont ou en aval. Hormis
leurs capacités communes a réprimer
I’expression d’un gene rapporteur de
facon dépendante du PcG, les PRE ont en
commun le fait de contenir des sites de
fixation pour les protéines Pleiohomeo-
tic et Pleiohomeotic-like (PHO et PHO-
like, seules protéines du PcG capables
de fixer ’ADN de fagon séquence-spé-
cifique) et des sites de fixation pour le
facteur GAGA (GAF, une protéine du trxG
qui joue aussi un réle dans le recrute-
ment des facteurs du PcG aux PRE). Une
récente étude bio-informatique a utilisé
ces critéres pour la prédiction de PRE
a I'échelle du génome entier, et parmi
les séquences identifiées par ce crible
in silico et testées in vivo, seule une
forte densité de ces sites semble étre la
caractéristique principale [2]. Pourtant,
il ne semble pas que cela soit suffisant
a la fonction du PRE puisqu’une multi-
mérisation de ces sites ne permet pas
le recrutement des facteurs du PcG in
vivo [3, 4].

Reconstitution d’un PRE artificiel

in vivo

Nous avons identifié récemment une
petite séquence d’environ 200 paires de
bases, baptisée Ab-Fab, qui se comporte
comme un PRE minimal, et qui peut aussi
étre transformée en TRE et permettre le
maintien d’un état actif dépendant de
trxG in vivo [5]. Cette séquence réduite
ayant des propriétés de maintien de
mémoire des états transcriptionnels fut

le point de départ de I’étude décrite
dans cet article [6]. Comme tous les
PRE/TRE identifiés jusqu’ a présent, Ab-
Fab contient des sites de fixation pour
les protéines PHO, PHO-like et GAF. Nous
avons donc créé et testé, pour la fonc-
tion de PRE in vivo, une séquence arti-
ficielle contenant ces sites de fixation,
en respectant leurs orientations et leurs
espacements mutuels. Cette séquence
artificielle, bien qu’ayant la méme géo-
métrie de sites que la séquence natu-
relle, s’est révélée incapable de se com-
porter comme un PRE. Il devait donc
y avoir des séquences indéterminées
présentes dans Ab-Fab, et absentes de
la séquence artificielle, qui devaient
jouer un rdle critique dans la fonction
de PRE. Il nous a suffit d’aligner ces
petits fragments d’ADN d’Ab-Fab avec
les autres PRE caractérisés, pour identi-
fier un motif 5’-GAAAA-3’. Ce motif G(A)
est retrouvé dans tous les PRE identifiés
chez la drosophile, a proximité de sites
de fixation pour PHO et PHO-like.

U'ajout de ce petit motif G(A) dans la
séquence artificielle confére a cette der-
niere les propriétés classiques d’un PRE :
répression dépendante du PcG d’un gene
rapporteur (Figure 1A) et recrutement
des protéines du PcG in vivo. €n mutant
ce motif dans Ab-Fab afin de montrer
son importance dans la répression, nous
avons obtenu une perte des propriétés
du PRE. Non seulement cette mutation
détruit le PRE, mais elle entraine une
activation constitutive du gene rappor-
teur dépendante du trxG (Figure ID).
€n d’autres termes, la séquence Ab-
Fab mutée au motif G(A) se comporte
comme un TRE constitutif. Nous avons
ensuite identifié une protéine se liant au
motif G(A) in vitro et in vivo : il s’agit du
facteur Dorsal Switch Protein 1, Dspl,
qui est ’homologue de la protéine High
Mobility Group B2 ou HMGB2. Cette pro-
téine, comme toutes les protéines de
la famille HMGB, possede la particula-
rité de se fixer a ’ADN de maniére non
séquence-spécifique. Elle reconnaftrait
plutot des structures topologiques de
’ADN plutdt qu’un enchafnement donné



de nucléotides tel que le motif G(A). A
I’échelle du génome entier, les protéines
du PcG se fixent sur une centaine de
locus distincts sur les chromosomes des
glandes salivaires ; nous avons décou-
vert que Dspl se fixe aussi sur la plupart
de ces locus (Figure 2).

Les facteurs du PcG semblent jouer le
méme role de gardiens de I’homéostasie
transcriptionnelle chez les mammifeéres,
et un nombre croissant de cancers ont,
pour cause identifiée, un défaut dans
ce systeme de mémoire. Pourtant, aucun
PRE mammifere n’a pu €tre caracté-
risé, du fait de la probable absence de
similitude entre séquences de dipteres
et séquences mammiferes. Par ailleurs,
une maladie génétique, chez ’homme, la
dystrophie facio-scapulo humérale, est
due a un nombre insuffisant de séquen-
ces répétées, non codantes, nommées
D4Z4. Le trop faible nombre de ces uni-
tés entraine une dépression des genes
flanquants [7], et un complexe répres-
seur fixant ces séquences contient jus-
tement... les homologues de PHO (YY-1)
et de Dspl (HMGB2). D4Z4 pourrait donc
représenter un premier élément candi-
dat a la fonction de PRE mammifere.

épigénétique, spécificité de séquence
et structure chromatinienne

Comment réconcilier alors Iidentifica-
tion d’un motif donné avec une protéine
n’ayant pas d’affinité particuliere pour
une séquence spécifique ? Notre décou-
verte illustre I'absence apparente de
spécificité de séquence dans un grand
nombre de phénomenes épigénétiques,
qui ont justement pour caractéristique,
en simplifiant a "extréme, la transmis-
sion de phénotypes, non prédictible par
la seule connaissance de la séquence
d’ADN. A Pexception d’un cas récent
[8], ’idée générale a la base de tout
phénomene d’héritabilité non men-
délienne serait la transmission d’une
structure chromatinienne, essentiel-
lement sous la forme de modifications
post-traductionnelles des histones
organisant la chromatine. Un code a
méme été proposé pour I'interprétation
des modifications post-traductionnel-
les des histones [9]. Comme I’éternelle
question de I’ceuf et de ce qui peut en
étre I'origine, on ne sait pas encore
quel type d’événement moléculaire est
a l'origine du recrutement de ces fac-
teurs et du maintien de ces structures

DSP1/PH

Figure 2. Colocalisation des protéines du PcG avec Dspl sur chromosomes polyténes. Une

grande majorité des locus fixés par la protéine Polyhomeotic (PH, un membre du PcG, en vert

au centre) sont aussi des sites de fixation pour Dspl (en rouge, image de gauche). Outre les

sites en commun avec PH, Dspl fixe d’autres sites génomiques, ce qui indique que Dspl joue

probablement d’autres fonctions dans la régulation de la structure chromatinienne.
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chromatiniennes. La topologie de I’ADN
et ’association de facteurs pouvant lire
cet autre code pourrait constituer un
début de réponse et ouvrir de nouveaux
champs de recherche dans I’étude des
phénomeénes épigénétiques. ¢
Recruitment of Drosophila Polycomb
group proteins to chromatin by DSP1
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