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d la température), de sorte que, ol
que se trouve une famille dans I"espace
phylogénétique, nous pouvons (sta-
tistiquement) identifier le processus
susceptible de I’avoir conduite la. Nous
avons de plus utilisé I’espace phylo-
génétique pour tracer les trajectoires
que les phylogénies prennent au fil du
temps. €n moyenne, les phylogénies des
vertébrés au niveau familial prennent
une trajectoire contrainte, passant par
différents stades macroévolutionnaires,
chacun caractérisé par une forme phy-
logénétique particuliére et un processus
évolutif. Remarquablement, cette tra-
jectoire est différente pour les mam-
miféres comparativement aux autres
vertébrés : la diversification chez les
mammiferes est beaucoup plus suscep-
tible d’étre influencée par les tendances
a long terme de la température.

A quel point P’évolution de la
biodiversité est-elle contrainte ?

Un regard attentif sur la fagon dont
la biodiversité est composée révéle un

Sans lamine A, la chromatine

s’emballe
€ldad Keptenl, Judith Miné-Hattab?

> A Pintérieur du noyau de nos cellules,
la chromatine est organisée a diffé-
rentes échelles, allant du nucléosome
jusqu’a I’assemblage de larges terri-
toires chromosomiques, en passant par
des structures intermédiaires dont la
nature reste mal comprise. L'organi-
sation de la chromatine ainsi que sa
dynamique ont un réle essentiel pour le
bon fonctionnement de la cellule. Il est
donc fondamental de mieux comprendre
ces mécanismes. Différents modeles
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mélange de clades qui sont riches et
pauvres en especes, vieux et jeunes,
homogenes et inhomogeénes dans leur
facon de se diversifier. La biodiver-
sité semble donc désordonnée, ne se
conformant pas a des lois d’organisa-
tion au-dela de celles décrites par la
descendance par la sélection naturelle.
Cependant, notre travail [10] révele une
régle générale d’organisation : la diver-
sification des espéces chez les vertébrés
est contrainte en raison de compro-
mis dans les modes de diversification,
aboutissant a une trajectoire évolutive
moyenne a travers I’espace phylogé-
nétique. Des processus écologiques et
environnementaux particuliers peuvent
amener les clades a s’écarter de la tra-
jectoire moyenne vers d’autres régions
de I’espace phylogénétique, mais ces
écarts sont contraints. Au-dela du
désordre apparent, il existe des regles
générales nous permettant de com-
prendre comment la biodiversité émerge
et évolue en temps profond. ¢

The rules of biodiversity in deep time
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d’organisation ont été proposés: cer-
tains s’inspirent de la physique des
polyméres [1, 2], d’autres sont struc-
turaux. Les modeles structuraux décrits
dans la littérature s’appuient sur I’ob-
servation de protéines de la membrane
nucléaire maintenant la chromatine [3]
ou bien sur I’existence d’une « matrice
nucléaire » faisant office de structure a
la chromatine [4, 5]. Cependant, aucun
modele ne se suffit a lui-méme et ne
fait actuellement consensus.

Pour mieux comprendre les mécanismes
régissant I’organisation nucléaire,
I’équipe de Yuval Garini a choisi d’étu-
dier I'effet de la lamine A sur la dyna-
mique de différentes régions géno-
miques dans des cellules mammiferes.
Dans un article récemment publié dans
le journal Nature Communications,
Bronshtein et al. ont ainsi montré que
I’absence de lamine A entraine une aug-
mentation spectaculaire de la mobilité
du génome [6].


http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20173302004

Figure 1. La lamine A dans le noyau : obser-
vation et modéles. A. Image en microscopie
de florescence d’un noyau de fibroblaste
embryonnaire de souris (MEF) contenant de
la pré-lamine A* marquée avec de la eGFP
(enhanced green fluorescent protein ; vert).
Les télomeres sont localisés grace au mar-
quage du TRF1 (telomeric repeat factor 1)
marqué par la DsRed (Discosoma sp. red fluo-
rescent protein ; rouge), et ’ADN est coloré
par du Hoechst 33258 (bleu). La lamine A
est principalement localisée a la périphérie
nucléaire tandis que les télomeres sont dis-
persés dans le noyau. L'image montre un seul
plan z et seulement quelques télomeres sont
visibles (image © Yuval Garini). B. Illustration
du modéle de « lamine A libre » (hémisphere
supérieur) et du modéle de « lamine A liée »
(hémisphére inférieur). Dans les 2 modéles,
la majorité de la lamine A est située a la

périphérie nucléaire sous forme de filaments

(lignes vertes). Cependant, comme Bronshtein et al. le montrent dans leur étude [6], il existe une portion de lamine A figée a I'intérieur du noyau,

jouant le réle de cross-linkers® et affectant de maniére trés importante la dynamique de ’ADN (représenté en bleu). Ces résultats renforcent

ainsi le modele de la « lamine A liée ». C. lllustration du modéle de la « lamine A liée » : quelques cross-linkers ou nceuds de réticulation (pinces

a linge) suffisent & créer une structure rigide a partir d’un polymere flexible représenté par une corde (image adaptée de Bronshtein et al. [6]).

Les lamines A, B et C forment la lamina
nucléaire, une structure marquant la
membrane intérieure du noyau et par-
ticipant aux liaisons chromatine/mem-
brane nucléaire (Figure 14). Des muta-
tions de ces protéines laminaires ont un
impact sévere sur la plasticité du noyau
[7] et sur Porganisation de la chro-
matine [8] et sont

., N =») Voir la Syntheése
associées a de nom- ( ) 4

de C.L. Navarro
etal., m/s n° 10,
octobre 2008,
page 833

breuses maladies
telles que la progé-
rial ou les laminopa-
thies? [9-11] (=9).

A la périphérie nucléaire, la lamine A
se trouve sous forme de filaments
(Figure 1B). Cependant, une quantité
importante de lamine A est également
localisée & Pintérieur du noyau [12] ; son

! Maladie génétique, également appelée syndrome de Hut-
chinson-Gilford, responsable de modifications physiques
comparables a un vieillissement accéléré.

2 gnsemble de maladies dues a une mutation dans le géne
codant pour la lamine, comprenant par exemple certaines
cardiomyopathies.
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role reste inconnu et, méme s’il est pos-
sible d’observer la lamine A par micros-
copie sous forme de fond diffus dans
le noyau, sa structure et ses interac-
tions potentielles avec la chromatine
n’ont jamais été élucidées [8]. Deux
modeles non exclusifs ont été proposés :
(1) la lamine A diffuserait a I'intérieur du
noyau sans interagir avec la chromatine
(Figure 1B, hémisphére supérieur) ; (2) la
lamine A serait attachée a la chromatine
et lui servirait de matrice structurante
(Figure 1B, hémisphere inférieur). Comme
nous allons le détailler dans le reste de
cette Nouvelle, ’étude de Bronshtein et
al. montre qu’en I'absence de lamine A,
la chromatine passe d’une diffusion lente
et trés localisée a une diffusion libre,
soulignant le rle clé de la lamine A dans
I’organisation dynamique du génome [6].
Les résultats de cette équipe montrent
également que 40 % de la lamine A se
trouvant a intérieur du noyau serait
en fait immobile. Cette lamine pourrait
ainsi étre liée a la chromatine de fagon

a freiner sa dynamique, comme proposé
dans le 2¢ modéle (Figure 1B, hémisphere
inférieur ; Figure 1C).

Comprendre la diffusion de la
chromatine dans le noyau de cellules
LU'attachement des télomeres a la
lamina nucléaire contraint leur dif-
fusion. Il est cependant peu probable
que cet attachement a lui seul puisse
contraindre la chromatine a Iintérieur
du noyau. Un ou plusieurs autres méca-
nismes permettent donc de contréler la
dynamique du génome dans le noyau.
Un de ces mécanismes pourrait impli-
quer la lamine A, dont la fonction a
Iintérieur du noyau était jusqu’a pré-
sent inconnue. Bronshtein et al. ont
ainsi testé son rdle potentiel dans le
maintien de la dynamique chromati-
nienne au sein du noyau [6].

Afin d’élucider le role de la lamine A, les
auteurs de cette étude ont caractérisé
la diffusion de différents locus mar-
qués par fluorescence dans des cellules
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Figure 2. Exemples de trajectoires de téloméres dans 3 types de lignées cellulaires. A. Trajectoires de télomeres dans des fibroblastes embryonnaires

de souris (MEF) Lmna */* ayant un niveau normal de lamine A. Ces télomeres présentent une diffusion lente et localisée : leur mouvement est sous-

diffusif. B. Agrandissement des trajectoires de télomeres dans des cellules Lmna */*. C-D. Trajectoires de télomeres dans des cellules de fibroblastes

embryonnaires de souris (MEF) Lmna™’" (sans lamine A). Ces télomeres présentent une diffusion rapide normale sur de grandes distances. &-F. Tra-

jectoires de télomeres dans des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) Lmna

-/-

transitoirement transfectés avec un plasmide codant pour le

mutant de lamine A N195K. Un retour partiel a la dynamique relevée dans les cellules des lignées Lmna */* est observé, indiquant que ce mutant ne

compense que partiellement I"absence de lamine A. Des images de toutes les cellules ont été observées pendant 15 minutes ; les trajectoires sont

colorées de bleu & rouge en fonction du temps. Le fond gris dans les parties A, C et € indique I’ensemble du noyau (images ©Yuval Garini).

mammiféres vivantes. Grace a I’évolu-
tion récente des techniques de micros-
copie et d’analyse d’images, il est en
effet possible de suivre en temps réel
le mouvement d’une région génomique
spécifique, appelée locus, a I'intérieur
du noyau de cellules vivantes. Le mou-
vement d’un locus peut étre déterminé a
partir de ses positions au cours du temps
en calculant une fonction mathéma-
tique appelée déplacement quadratique
moyen® (mean square displacement,

MSD). La forme de la MSD révele alors
le type de diffusion du locus observé.
Lorsqu’un locus évolue librement dans
le noyau, son mouvement est une « dif-
fusion brownienne® libre » aussi appe-
lée « diffusion normale ». A I’inverse,
lorsqu’un locus est ralenti par I"envi-
ronnement qui I’entoure, on observe une
sous-diffusion. Un mouvement sous-
diffusif indique par exemple qu’il existe
des interactions entre les constituants
du nucléoplasme et le locus étudié,

¥ Dans le cas d’un mouvement brownien a une dimension
(ligne droite), le déplacement d’une particule peut se faire
soit en « pas » en avant, soit en « pas» en arriére. Il est
impossible de prédire cette direction, 'une (avant) et 'autre
(arriere) étant équiprobables. Si I'on essaye de calculer la
distance parcourue par cette particule en additionnant un
a un les déplacements effectués a chaque pas (en prenant
en compte que le déplacement a chaque « pas » arriére
est soustrait de la distance totale purcourue), on arrive a
la conclusion que la distance probable parcourue par cette
particule est proche de zéro. Cependant, si au lieu d’addi-
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tionner les déplacements, on additionne les carrés de ces
déplacements, alors on ajoute une quantité positive a la dis-
tance totale qui croit donc a chaque pas. Ceci permet donc
d’obtenir une meilleure évaluation de I’espace exploré par la
particule. Le « déplacement carré (ou quadratique) moyen »
est défini par une relation mathématique établie par Louis
Bachelier en 1900 dans sa these intitulée « théorie de la
spéculation ». Suivant la forme de la courbe de déplacement
carré moyen, on peut ensuite déterminer si le mouvement
de la particule observée est directif, brownien, confiné, etc.
(d’apres la these de Sébastien Le Roux, 2008).

empéchant ainsi la chromatine de bou-
ger librement en freinant son mouve-
ment. Lorsqu’un mouvement est carac-
térisé par I’équation MSD = A t* + b,
la diffusion est qualifiée d’anormale.
Le coefficient anormal o permet de
quantifier la contrainte exercée par le
milieu entourant le locus observé : pour
un mouvement sous-diffusif, o est tou-
jours compris entre 0 et 1, 1 indiquant
une diffusion libre. Une faible valeur
de o indique que le locus, méme s’il se
déplace, a tendance a revenir proche
de sa position précédente, restant ainsi
longtemps dans le méme environnement
et interagissant souvent avec les molé-
cules voisines ; au contraire, une valeur
de a élevée indique qu’un locus est
capable d’explorer de nouvelles régions.
Dans les cellules mammiferes, la dif-
fusion de la chromatine est anormale,



avec des coefficients variant de 0,4 a
0,7 selon la position des locus observés
[6, 13] (Figures 2A et 2B). Ce type de
diffusion reflete un mouvement tres lent
et localisé : typiquement, cela prendrait
plusieurs jours a un locus pour diffuser
a travers un territoire chromosomique
faisant plus de 1 pm.

€n Pabsence de lamine A, la
chromatine diffuse librement dans le
noyau

Afin de tester la fonction de la lamine
A dans I'organisation de la chroma-
tine, Bronshtein et al. ont mesuré la
diffusion de plusieurs locus dans diffé-
rents types cellulaires en I'absence de
lamine A. L'effet obtenu est spectacu-
laire : dans des cellules de fibroblastes
embryonnaires de souris déplétées en
lamine A (MEF Lmna™"), la diffusion des
télomeres devient libre pour des temps
supérieurs a 7 secondes, avec un coef-
ficient o atteignant 1 = 0,2 (Figures 2C
et 2D). Le méme effet est visible dans
des cellules U20S dans lesquelles I’ex-
pression de la lamine A a été réduite
par siARN (small interfering RNA). Ce
changement de mode de diffusion de la
chromatine est réversible puisqu’apres
transfection de pré-lamine A* dans des
cellules MEF Lmna™", le mouvement
de la chromatine redevient anormal
(o=0,6+0,1).

Il faut souligner que I’absence de lamine
A affecte aussi bien la dynamique des
télomeres que celle des centroméres
[6]. Les téloméres interagissant avec la
lamine A au sein de la lamina nucléaire,
un changement de mobilité de ces der-
niers en I"absence de lamine A était
attendu. Cependant, le détachement de
ces télomeres a la membrane nucléaire
ne permet pas, a lui seul, d’expliquer
la mobilité des autres sites du génome
testés, en particulier les centromeres.

4 La pré-lamine A est un précurseur de la lamine A, codé
par le géne LMNA. Apres sa traduction, la pré-lamine A
subit une série de modifications avant de prendre sa forme
finale appelée lamine A. La pré-lamine A est localisée dans
I’enveloppe nucléaire : ce n’est qu’une fois clivée en lamine A
qu’elle diffuse dans le noyau.
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Bronshtein et al. ont donc proposé une
nouvelle fonction de la lamine A pré-
sente au sein du noyau : celle-ci pour-
rait interagir directement ou indirec-
tement avec la chromatine en créant
des liaisons structurantes entre fibres
de chromatine, comme illustré dans la
Figure IC.

Une nouvelle fonction pour la lamine
A : le contrdle de la dynamique
chromatinienne a I’intérieur du noyau
Afin de tester les interactions possibles
entre la lamine A et la chromatine au
sein du noyau, Bronshtein et al. ont
utilisé une technique de microscopie
appelée photo-blanchiment en continu®.
lIs ont montré que 40 % de la lamine A
se trouvant a Iintérieur du noyau est
immobile [6]. Cette fraction de lamine
A pourrait alors interagir directement
ou indirectement avec la chromatine
en freinant sa diffusion de maniere a
passer d’une diffusion libre a une diffu-
sion anormale (Figure 1B). Afin de mieux
comprendre la nature des interactions
entre la lamine A et la chromatine, ces
chercheurs ont ensuite testé la mobi-
lité de différents locus en présence de
lamine A mutante (lignées cellulaires
Lmna™" transfectées avec un mutant
de la lamine). €n présence de lamine A
mutée, on observe une diffusion anor-
male assez rapide (0,61 <o <0,85) et
non une diffusion libre, comme c’était
le cas en I'absence totale de lamine A
(Figure 2€ et F). Les mutants de lamine A
sont ainsi capables de contraindre "or-
ganisation dynamique de la chromatine,
mais seulement de maniére partielle.

¥ Le « photo-blanchiment en continu » est une technique de
microscopie permettant de mesurer la diffusion de molécules
dans des cellules vivantes. L'idée principale est de focaliser
un rayon laser sur une petite région d’une cellule vivante
concernant la protéine d’intérét, marquée par fluorescence.
€n quantifiant le photo-blanchiment de cette région, il est
possible d’accéder au pourcentage de protéines mobiles
par rapport aux protéines immobiles. En effet, les protéines
mobiles sont constamment en mouvement et s’échangent
avec les protéines du milieu environnant : cette dynamique
produit une décroissance de la fluorescence beaucoup plus
lente que dans le cas des protéines immobiles. €n ajustant a
un modele la décroissance temporelle de fluorescence ainsi
mesurée, on peut calculer la fraction de protéines mobiles et
immobiles dans la région de la cellule observée.

Les mutations testées se situent dans
le domaine « téte » (mutants L85R et
N195K) ou « queue » (mutants R482W et
L530) de la lamine A, indiquant que ces
domaines ont un rdle essentiel dans le
maintien de I'organisation du génome.
Le domaine « téte » intervient dans la
dimérisation de la lamine A, alors que
le domaine « queue » interagit direc-
tement avec les histones et I’ADN. Ces
résultats suggerent donc I'existence
d’un mécanisme de liaison entre la chro-
matine et les oligomeéres de lamine A

[6].

Perspectives

L’équipe de Yuval Garini a mis a jour
une nouvelle fonction de la lamine A
dans la régulation de la dynamique de
la chromatine, avec un role essentiel
des domaines « téte » et « queue » de
la lamine A [6]. Leur modéle présente
une vision nouvelle de la chromatine,
proposant qu’une structure rigide puisse
émerger a partir d’'un polymere flexible
dont la diffusion est contrainte par des
liaisons transverses® (Figure 2C). Leurs
observations ont été validées dans les
différents types cellulaires testés. De
nouvelles questions quant a la fonction
de la lamine A se posent désormais.
Il sera intéressant d’étudier son rale
au cours du cycle cellulaire, lorsque
les chromosomes se condensent puis
se décondensent, ainsi qu’'a différents
stades de différenciation. U'étude des
relations entre la lamine A et la cohésine
ou la condensine, qui jouent aussi un
role fondamental dans I’organisation du
génome, est également un défi excitant
pour de futures recherches [14]. ¢
Lamin A: a key protein in chromatin
motion
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Modulation de la sensibilité
aux glucocorticoides

dans les leucémies aigués
lymphoblastiques

Pyr3, un nouvel outil thérapeutique ?

Souleymane Abdoul-Azize!, Isabelle Dubus!,

Jean-Pierre Vannier!?

> Les leucémies aigués lymphoblastiques
(LAL) sont des proliférations malignes des
cellules des lignées lymphoides. De fagon
générale, 85 % des cas de patients atteints
de LAL correspondent a une atteinte de la
lignée lymphoide B, les cas d’atteintes de
la lignée T étant plus rares. Les LAL sont les
cancers les plus fréquents chez I'enfant,
représentant environ un tiers des cancers
pédiatriques et 75 %
des leucémies de
Penfant [1] (=P).

La prise en charge
des patients atteints de LAL repose sur
des protocoles de chimiothérapie dans
lesquels les glucocorticoides (GC) ont une
place importante. Bien que des progrés
considérables dans le traitement de cette
maladie maligne aient été observés au
cours des derniéres années, ces proto-
coles sont confrontés a un phénomeéne

(=») Voir la Synthése de
D. Sinnett et al., m/s
n° 11, novembre 2007,
page 968
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de résistance responsable, chez environ
20 % des patients, d’une rechute [2]. Les
patients montrent une plus forte résis-
tance aux GC en comparaison avec ce qui
est initialement observé [3]. Pour prévenir
la résistance et améliorer la sensibilité
aux GC dans le traitement des tumeurs
malignes lymphoides, plusieurs nouvelles
associations de médicaments avec les GC
sont actuellement testées. C'est dans ce
contexte que I'association de la molécule
Pyr3! aux GC a été évaluée in vitro.

Pyr3, un inhibiteur du canal TRPC3,
inhibe la signalisation cellulaire des
cellules leucémiques

Pyr3 est couramment utilisé comme
antagoniste sélectif de TRPC3 (tran-

1 éthyl—l— (4- (2,3, 3—trich|0roucry|umide) phényl) -5- (tri-
fluorométhyl) -1H-pyrazole-4-carboxylate d’éthyle.
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sient receptor potential canonical 3),
un canal calcique. Il permet d’inhiber
les influx de calcium ainsi que la signa-
lisation cellulaire liée a ce canal, la
croissance et la mort cellulaire [4].
Dans les cellules non-excitables telles
que les cellules sanguines, I’épuise-
ment des pools calciques intracel-
lulaires active les canaux calciques
membranaires a I'origine d’un influx
calcique appelé SOCE (store-opera-
ted Ca’* entry) [5]. SOCE est, depuis
peu, considéré comme une cible dans
la lutte contre les tumeurs [6]. Des
défauts de signalisation de SOCE
contribuent en effet au développement
de plusieurs maladies malignes chez
’lhomme, notamment les leucémies
lymphoides aigués et chroniques [7].
Dans des lignées de cellules leucé-
miques, mais aussi dans des cellules
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