certaines zones d’ombre subsistent.
Jusqu’a présent, aucune mutation Nf2
n'a été corrélée au CHC chez "lhomme.
De méme, nous n'avons aucune preuve
directe chez la souris que la surexpres-
sion d’€GFR dans le foie conduise a une
prolifération de cellules progénitrices.
Il sera donc essentiel a I’avenir de pou-
voir établir une analyse comparative
des activités EGFR et YAP au sein des
mémes tumeurs hépatiques. On peut
néanmoins déja conclure que cette voie
de signalisation semble essentielle au
controle de la balance entre processus
de régénération et processus tumoral
hépatique. Gageons qu’elle sera éga-
lement la prochaine cible d’inhibiteurs
pharmacologiques ! ¢

Hippo-YAP signaling pathway in the
liver : more than a size gatekeeper!
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Un nouveau type d’horloge
circadienne eucaryote

Francois-Yves Bouget

L’horloge circadienne : un processus
ubiquiste de mesure du temps

Depuis "aube des temps, les étres vivants
sont exposés aux cycles jour/nuit quoti-
diens, liés a la rotation de la terre sur
elle-méme. La plupart des organismes
utilisent ces cycles environnementaux
pour synchroniser leurs horloges inter-
nes qui leur permettent d’ordonner les
processus biologiques au cours du cycle
jour/nuit comme d’anticiper les chan-
gements environnementaux (lumiére,
température) liés a ce cycle. Ces horlo-
ges dites « circadiennes » (de : environ
[circa] un jour [dies] en latin) sont des
mécanismes précis de mesure du temps
qui orchestrent la vie des organismes,
des plus petits (cyanobactéries) aux
plus grands (champignons, animaux et
plantes). C’est, par exemple, le temps
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de remise a I’heure de cette horloge qui
provoque le décalage horaire observé
lors de longs voyages en avion. Cest
encore la coincidence entre le temps
interne donné par I’horloge a I"organisme
et la photopériode (durées relatives du
jour et de la nuit qui varient au cours de
’année) qui régule des processus dits
annuels, comme la floraison chez les
plantes. Chez I’homme, le déréglement
de I’horloge circadienne prédispose a
I’apparition de nombreuses maladies
comme la dépression saisonniére [12],
les cancers et le diabéte [1, 2]. Au cours
des derniéres années, notre compré-
hension des mécanismes de I"horloge
s’est considérablement accrue grdce a
I’étude d’organismes modéles : mouche
et souris chez les animaux, arabette
chez les plantes, Neurospora chez les

mammalian liver. Proc Natl Acad Sci USA 2010 ; 107 :
1437-42.

. Benhamouche S, Curto M, Saotome |, et al. Nf2/Merlin
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champignons ou encore la cyanobactérie
Synechococcus pour les procaryotes.

Bases génétiques de I’horloge
circadienne : Ioscillateur
transcriptionnel/traductionnel

On a longtemps pensé que I"architecture
moléculaire des horloges circadiennes
reposait exclusivement sur des circuits
de genes composés d’oscillateurs cou-
plés, dont la nature a été révélée par
des approches génétiques. Deux génes A
et B permettent a eux seuls de former un
oscillateur circadien transcriptionnel/
traductionnel (OTT) simple, ot le produit
de A (protéine) active la transcription
du gene B, la protéine B réprimant en
retour la transcription de A (Figure 1,
gauche). Ainsi des approches couplées
de génomique fonctionnelle et de modé-
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Figure 1. Deux types d’oscillateurs circadiens : I'oscillateur transcriptionnel-traductionnel (0TT)

et Poscillateur post-traductionnel (OPT). Dans I'0TT (a gauche), le rythme résulte de I"activation

de la transcription du gene B par la protéine A, et de I'inhibition de la transcription du géne A par

la protéine B. Dans le seul OPT connu (& droite), décrit chez Synechococcus, 3 protéines A, B et C

s'assemblent, se désassemblent et subissent des modifications (phosphorylation de C) selon un

rythme d’environ 24 heures, ceci en I'absence d’activité des génes.

lisation mathématique chez la microal-
gue eucaryote Ostreococcus ont montré
qu’une boucle de rétrocontrole négatif
composée des deux génes TOCI (timing
of cab expression 1) et CCAl (circadian
clock associated 1) permet de rendre
compte de la plupart des propriétés de
I’horloge circadienne et notamment de
sa robustesse aux fluctuations lumineu-
ses de 'environnement [3-6]. Chez les
organismes multicellulaires, la situation
est bien plus complexe avec I'existence
d’horloges couplées dans différents
types d’organes et de cellules. De plus,
bien que les mécanismes des OTT soient
globalement conservés, les acteurs de
cette horloge ne le sont pas entre les
grands régnes du vivant.

Les oscillateurs biochimiques

ou post-traductionnels

€n plus des circuits de genes, un oscilla-
teur post-traductionnel (OPT), c’est-
a-dire non génétique, a été caractérisé
chez les cyanobactéries. Cet oscillateur
biochimique peut étre reconstitué par
les 3 protéines Kai® A, B et C qui, dans un
tube, présentent des rythmes de 24 heu-
res d’association/dissociation et de
phosphorylation [7] (Figure 1, droite).
Deux articles publiés récemment dans
la revue Nature rapportent la présence

! kai signifie rotation ou cycle de nombres, en japonais.

m/s n® 5, vol. 27, mai 2011

d’oscillateurs non génétiques dans le
globule rouge humain, cellule énucléée
et donc dépourvue d’OTT [8], et dans la
microalgue Ostreococcus chez laquelle
la transcription du génome cesse rapi-
dement apres le passage a I'obscurité
[9]. Chez cette microalgue, les rythmes
transcriptionnels reprennent lors du pas-
sage a la lumiere, avec une mémoire du
moment du passage a I"obscurité, ce qui
indique qu’a I’obscurité une horloge non
transcriptionnelle continue de fonction-
ner. Tant chez I'algue que dans le globule
rouge, I’oxydation de la peroxyredoxine,
une enzyme-clé dans la détoxification
des especes activées de I’oxygeéne, est
sous le contr6le d’un OPT. De plus, dans
le globule rouge, d’autres rythmes circa-
diens du redox comme celui du NAD(PH)
ont été détectés, ce qui pose la question
du rdle du redox (et plus généralement du
métabolisme qui géneére des fluctuations
de I’état redox de la cellule) dans I’OPT.

Les interactions de I’OPT

et de I’0TT dans I’horloge

Comment les oscillateurs génétiques
et biochimiques interagissent-ils pour
engendrer des rythmes circadiens robus-
tes en réponse a des cycles environne-
mentaux ? Chez les cyanobactéries, I’OTT
serait un oscillateur esclave de I’OPT
[10], néanmoins les rythmes transcrip-
tionnels persistent dans un mutant de

phosphorylation de KaiC qui rend I"OPT
inopérant [11]. La nature de I'OPT et
les interactions OTT/OPT sont inconnues
chez les eucaryotes. Néanmoins, I’ana-
lyse de mutants de I"OTT d’Ostreococcus
(mutant longue période TOCl:Luc) et de
souris (mutant nul CryICry2) a révélé des
anomalies des rythmes d’oxydation de la
peroxyredoxine, marqueur de I'activité
I’0OPT, ce qui suggeére des interactions
complexes entre ces deux types d’oscilla-
teurs [8, 9].

Perspectives

Au tout début de I’ére moderne d’étude
des horloges circadiennes, commencée
il y a environ soixante ans, les microal-
gues eucaryotes se sont avéré étre des
modeles biologiques de choix du fait de
leur simplicité, mais elles furent pro-
gressivement délaissées par manque
d’outils génétiques au profit d’organis-
mes modeles multicellulaires comme
la drosophile ou Iarabette, a I'origine
de la découverte des OTT. La possibilité
de développer des approches généti-
ques et de découpler les mécanismes
transcriptionnels et post-traductionnels
dans I"obscurité remet sur le devant
de la scéne des modéles émergents de
microalgues comme Ostreococcus pour
étudier le couplage des oscillateurs
transcriptionnels et post-traductionnels
au ceeur du métronome circadien de
la cellule et retracer I"évolution et la
diversification des horloges circadien-
nes eucaryotes. ¢

A new type of non genetic eukaryotic
circadian clock
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La méthylation de I’ADN,
un acteur-clé de la pluripotence

Michaél Weber

> Au cours du développement embryon-
naire, les cellules souches pluripotentes
perdent leur pluripotence en se spécia-
lisant progressivement en de nombreux
types cellulaires aux fonctions variées. Ce
processus est controlé par des facteurs de
transcription qui activent des programmes
génétiques spécifiques de chaque lignage
cellulaire, mais également par des méca-
nismes épigénétiques dont des modifica-
tions post-traductionnelles des histones et
la méthylation de I’ADN. UADN est méthylé
sur le carbone 5 des cytosines, principa-
lement dans le contexte de dinucléotides
CpG, et cette modification est abondante
dans le génome de tous les organismes ver-
tébrés. La présence de cytosines méthylées
dans la séquence promotrice d’un géne est
généralement associée @ une répression
transcriptionnelle car elle inhibe directe-
ment la fixation de certains facteurs de
transcription et peut également recru-
ter des répresseurs de la famille des MBP
(methyl binding proteins). Puisque les pro-
fils de méthylation sont fidélement copiés
au cours de la réplication du génome grace
a I'action de ’enzyme DNMT1 (DNA methy!-
transferase 1), la méthylation de I’ADN
peut étre considérée comme un systéme
de mémoire épigénétique qui permet de
maintenir de maniére stable ’état réprimé
de certains génes dans une population
cellulaire [1].
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Méthylation de génes maitres

de la pluripotence au cours

de la différenciation des cellules €S
Plusieurs éléments suggerent que la méthy-
lation de I’ADN est importante pour la
régulation de la pluripotence et des étapes
précoces du développement embryonnaire
chez les mammiféres : (1) les profils de
méthylation sont fortement reprogrammés
au moment de la restauration de la pluri-
potence dans les embryons préimplanta-
toires et les cellules germinales primor-
diales [1] ; (2) les cellules pluripotentes
€S (embryonic stem) murines déficientes
pour les enzymes DNMT3A et DNMT3B (DNA
methyltransferase 3A et 3B) qui catalysent
la méthylation de novo de I’ADN perdent
leur capacité de différenciation in vitro
[2] ; (3) les souris knock-out pour les
génes Dnmt3a et Dnmt3b meurent @ un
stade embryonnaire précoce [3]. Pour
comprendre le lien entre méthylation de
I’ADN et pluripotence, il était dans un
premier temps primordial d’identifier les
genes cibles de la méthylation, ce qui a été
rendu possible par I"émergence de nou-
velles technologies permettant de carto-
graphier la méthylation de I’ADN a grande
échelle. Plusieurs équipes de recherche ont
ainsi cartographié les promoteurs cibles
de la méthylation de I’ADN dans des cel-
lules €S pluripotentes et différenciées.
De maniére intéressante, ces études ont

montré qu’il n’y avait pas de différences de
méthylation sur la plupart des génes entre
les cellules pluripotentes et différenciées.
€n revanche, plusieurs genes indispensa-
bles au maintien la pluripotence comme
ceux codant pour Oct4, Nanog, Gdf3, Tdgfl,
Rex1 (mais pas le géne codant pour Sox2)
sont des cibles de la méthylation de "ADN
au cours de la différenciation cellulaire
[4-6], ce qui suggere que la méthyla-
tion de I’ADN participe a la répression du
programme de pluripotence au cours du
développement (Figure 1A).

Caractérisation des geénes cibles

de la méthylation in vivo

De nombreux travaux indiquent que les
cellules en culture peuvent accumuler
des profils de méthylation de I’ADN anor-
maux. Il était donc important de confir-
mer in vivo les observations faites dans
des systemes de différenciation in vitro,
ce qui est rendu difficile par la faible
quantité de matériel biologique qui peut
étre collecté aux stades embryonnaires
précoces. Afin de répondre a cette ques-
tion, nous avons optimisé la technique
de MeDIP! (methylated DNA immuno-

! Le principe du MeDIP consiste a fragmenter I’ADN par
sonication puis faire une immunoprécipitation avec un
anticorps qui reconnait la 5-méthylcytidine. Cette fraction
méthylée peut ensuite étre hybridée sur n’importe quel type
de microarray (repris de [13]).

483

MAGAZINE

NOUVELLES



	L’horloge circadienne : un processus ubiquiste de mesure du temps

	Bases génétiques de l’horloge circadienne : l’oscillateur transcriptionnel/traductionnel

	Les oscillateurs biochimiques ou post-traductionnels
	Les interactions de l’OPT et de l’OTT dans l’horloge
	Perspectives
	CONFLIT D’INTÉRÊTS
	RÉFÉRENCES

