€n 2010, le regain d’intérét pour le
métabolisme oxydatif des cellules leu-
cémiques n’a fait que croitre avec la
découverte des mutations des isoci-
trate déhydrogénases IDH-1 et IDH-2
dans 8 et 15% des LAM respectivement
[9]. Ces deux enzymes sont impliquées
dans le cycle de Krebs, et leur muta-
tion de type gain de fonction provoque
une élévation des ROS dans les cellules
leucémiques. Le role exact de ces muta-
tions dans la leucémogenese et leur
valeur pronostique restent cependant a
préciser.

Les ROS sont donc des acteurs impor-
tants de ’hématopoiese. Leur r6le dans
la leucémogenese et plus précisément
dans la différenciation n’est pas encore
clairement élucidé. Il apparait que tous
les agents différenciateurs ne sont pas
des inducteurs de ROS. Ceux qui le sont
n’induisent pas le méme type de ROS, et
tous les ROS n'ont pas le méme effet en
fonction du type cellulaire. Il apparaft
que des mutations peuvent aussi altérer
les capacités métaboliques des cellules
leucémiques. Il est aussi quasi certain
que d’autres modifications de I'envi-

ronnement cellulaire sont impliquées
dans les phénomeénes de différenciation.
D’apres ces différentes publications
et nos observations, les ROS semblent
étre une nouvelle piste d’intérét dans la
compréhension de ’hématopoiése et de
la leucémogenese. 0. Abdel-Wahab et
R. Levine prédisent méme que le niveau
de ROS des cellules leucémiques pourrait
devenir leur talon d’Achille avec le déve-
loppement de traitements ciblant cette
voie métabolique [10].¢

Targeting oxydative

metabolism to treat leukemia ?
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Déplétion des nucléosomes
dans les régions promotrices

Conséquences sur I’efficacité
de PPactivation transcriptionnelle

Lu Bai, Gilles Charvin

> U'activation de la transcription d’un
gene nécessite généralement "accro-
chage d’activateurs spécifiques dans sa
région promotrice. Pour un activateur,
trouver les quelques sites d’accrochage
dans le génome entier paralt déja étre
une tdche immense. Dans les cellules
eucaryotes, les activateurs doivent éga-
lement faire face au fait qu'une large
fraction (environ 80 % chez S. cerevisiae)
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activateurs transcriptionnels a leurs
sites d’accrochage respectifs. Ainsi, de
nombreux promoteurs chez la levure,
la drosophile et ’lhomme contiennent
des séquences d’ADN dépourvues de
nucléosomes (nucleosome depleted
regions ou NDR), ce qui permet d’évi-
ter la compétition entre activateur et
histones vis-a-vis de I’accrochage sur
I’ADN [2-6].
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Figure 1. Schéma de la séquence d’activation
transcriptionnelle par SBF, avec des sites de
fixations localisés dans une NDR (a gauche)
ou dans les nucléosomes (a droite). La fleche
représente le site de démarrage de la trans-
cription, les ellipses brunes les nucléosomes,
et les rectangles rouges les sites de fixation
de SBF. SBF s’accroche sur les sites de liaison
localisés dans les NDR et assure une transcrip-
tion efficace a chaque cycle cellulaire (a gau-
che). Au contraire, la localisation des sites
de fixation dans les nucléosomes entraine un
dysfonctionnement partiel de I'activation du
promoteur au cours de certains cycles cellu-
laires (a droite). Courbes en bas : dynamique
d’activation du promoteur. A gauche, la pré-
sence du site de liaison dans une NDR rend
I’activation du promoteur efficace et repro-
ductible a chaque transition G1/S du cycle

cellulaire pour toutes les cellules (la courbe

noire représente le signal observé a I’aide d’un rapporteur GFP). Adroite, 'activation de la transcription lors de la transition G1/S est de type « tout-

ou-rien » (courbe rouge ou noire), entrainant une variabilité importante entre les cellules.

Cependant, plusieurs études ont mon-
tré que les NDR ne sont pas strictement
nécessaires a I’accrochage d’un acti-
vateur. Ainsi, Gal4, qui est I'activa-
teur des genes GAL chez S. cerevisiae,
peut reconnaitre ses sites d’accro-
chage méme s’ils sont masqués par des
nucléosomes, et ainsi activer correcte-
ment la transcription [7-10]. €n consé-
quence, quelle est donc la fonction des
NDR au niveau des promoteurs, sachant
que la déplétion de nucléosomes repré-
sente un colt énergétique important ?
Pourquoi les NDR sont-il si abondants
et tres conservés dans les promoteurs
eucaryotes ?

Présence de nucléosomes

et activation de la transcription

Dans une étude récente [11], nous
avons apporté un éclairage nouveau
sur ces questions. Dans la plupart des
études précédentes, les données trans-
criptionnelles étaient exprimées comme
la moyenne de mesures faites dans des
populations de cellules. Au contraire,
nous avons travaillé sur des cellules
individuelles de levures et mesuré in
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vivo, dans des expériences de vidéomi-
croscopie de fluorescence, la transcrip-
tion de génes spécifiques en fonction du
temps [12-14].

Deux promoteurs de genes régulés au
cours du cycle cellulaire, CLN2 (une
cycline active lors de la transition G1/
S) et HO!, ont été sélectionnés pour
étudier I'influence des NDR sur Iacti-
vation transcriptionnelle. Différentes
combinaisons des domaines, parfois
mutés, de ces promoteurs ont été clo-
nées dans des plasmides pour diriger
I’expression du gene codant la GFP
(green fluorescent protein) et intégrées
dans la levure. Cette stratégie, qui per-
met de suivre la dynamique du signal
de fluorescence de cellules individuel-
les au cours du temps, nous a permis de
quantifier la variabilité d’une cellule a
une autre de I'activation de ces genes
et de mettre en évidence des effets de
mémoire, propriétés qui sont diffici-
les, sinon impossibles, a observer avec
d’autres techniques.

! Le géne HO (homothallism) induit la diploidisation dans les
souches haploides de S. cerevisiae.

La transcription de CLN2 et HO est sous
le contr6le d’un méme activateur appelé
SBF (Swi4/Swié cell cycle box binding
factor) qui se fixe sur plusieurs sites dans
des NDR de leurs régions promotrices.
Dans une souche sauvage, il en résulte
une activation transcriptionnelle tres
efficace et reproductible lors de la tran-
sition G1/S du cycle cellulaire. A contra-
rio, si I’on place ces sites de fixation dans
une région ou ils sont masqués par un
nucléosome, la transcription devient trés
erratique, suivant une logique de «tout
ou rien ». €n suivant les divisions succes-
sives d’une méme cellule, une activation
presque équivalente a celle de la souche
sauvage peut étre observée pour certains
cycles cellulaires, alors que pour d’autres
cycles, aucune activité n’est détecta-
ble, comme le schématise la Figure I.
€n d’autres termes, la présence d’un
nucléosome au niveau du site de fixation
diminue la probabilité d’activer la trans-
cription a chaque cycle mais ne change
pas la force du promoteur si celui-ci est
activé. Le caractére tres variable de la
transcription mesurée dans ce cas est
cohérent avec la corrélation observée a



I’échelle du génome entre la densité en
nucléosomes sur les sites de fixation et la
variabilité («bruit») transcriptionnelle
[15-17].

Influence des séquences

promotrices dépourvues

en nucléosomes sur la vie cellulaire
Une autre observation intéressante est
que cette activation de type «tout ou
rien » présente un effet de mémoire. La
probabilité d’observer I"activation des
promoteurs lors d’un cycle cellulaire est
plus élevée que la moyenne si I'activa-
tion a eu lieu au cycle précédent, et la
durée caractéristique de mémoire est de
I’ordre d’un cycle. Le mécanisme respon-
sable de cet effet de mémoire demeure
obscur, mais pourrait étre lié a un phé-
nomene d’héritabilité épigénétique de la
configuration des nucléosomes.

Quel est donc I'avantage procuré par les
NDR dans les régions promotrices ? Quel-
ques éléments de réponse peuvent étre
tirés de notre étude ainsi que d’autres
travaux empruntés a la littérature. €n
premier lieu, I'activation a partir d’un
site de fixation nucléosomal peut requé-
rir une concentration plus élevée d’acti-
vateurs et dépendre davantage des com-
plexes de remodelage de la chromatine
[7-11]. Le colt lié a ces deux proces-
sus pourrait étre bien supérieur a celui
nécessaire a la déplétion de quelques
nucléosomes. Ensuite, la compétition

de I'accrochage entre I'activateur et le
nucléosome pourrait retarder la réponse
transcriptionnelle, une situation qui a
été déja été mise en évidence dans le
cas de I’activation par Gal4 [10]. €nfin,
comme mentionné plus haut pour les
genes régulés au cours du cycle cellulaire,
un site d’accrochage masqué par des
nucléosomes fait courir le risque d’une
variabilité d’expression tres accrue, ce
qui pourrait avoir un effet délétere sur
la robustesse des fonctions cellulaires
impliquées. A ’appui de cette idée, nous
avons en effet montré que remplacer le
promoteur de CLN2, gene essentiel de la
transition G1/S, par un variant sans NDR,
entraine une diminution de I’adaptation
des cellules. ¢

Nucleosome-depleted

regions in promoters:

consequences on robustness

of transcriptional activation
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