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Mutez un gene, et I’horloge ne tourne plus rond

Que se passe-t-il lorsqu’une compo-
sante de I’horloge biologique d’un
organisme n’est pas fonctionnelle?
Est-il possible de trouver des humains
dont I’horloge est affectée au niveau
génétique, et qui présentent des
troubles du sommeil ou autres symp-
tébmes ? Différents laboratoires étu-
diant I’horloge circadienne des mam-
miféres ont cherché au cours des
derniers mois — avec succes — une
réponse a ces questions.

L’horloge circadienne principale des
mammiferes se trouve dans le noyau
suprachiasmatique (NSC) de I’'hypo-
thalamus, et coordonne les rythmes
d’environ 24 heures observés dans
une multitude de processus physiolo-
giques [1, 2]. L’horloge circadienne
peut fonctionner de facon auto-
nome, c’est-a-dire sans apport exté-
rieur, mais a la capacité de s’adapter
aux conditions environnementales et
physiologiques. Par exemple, la
lumiére peut réajuster sa phase. La
base de I’horloge est génétique, et
c’est I'interaction d’un certain
nombre de protéines et de genes spé-
cialisés qui est a I’origine de I’établis-
sement des rythmes. Plusieurs de ces
génes ont été identifiés au cours des
derniéres années [1-3], et un modéle
d’organisation fonctionnelle a été
établi (figure 1). Ce modele met en
jeu des boucles de régulation trans-
criptionnelle [2]. La principale est
une boucle d’autorégulation néga-
tive : les activateurs transcriptionnels
CLOCK et BMAL1 augmentent
ensemble I'expression de génes
comme Cryptochrome (Cry)1 et 2 et Per-
iod (Per)1, 2 et 3; les produits pro-
téiques de ces génes s’accumulent
dans le cytoplasme, et forment des
dimeres qui entrent dans le noyau
afin de réprimer leur propre trans-
cription en interagissant directement
avec CLOCK-BMALL. De plus, une
boucle positive fait intervenir la régu-
lation positive de I’expression de
Bmall par PER2. En conséquence,
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Figure 1. Modéle moléculaire de I’'horloge circadienne des mammiféres. Les
activateurs transcriptionnels CLOCK et BMALL stimulent I'expression des
genes Cry et Per. Les produits protéiques de ces genes s’associent dans le
cytoplasme pour former des diméres qui entrent dans le noyau. La, ils rem-
plissent deux fonctions: premiérement, la répression de leur propre trans-
cription, via l'inhibition de CLOCK-BMAL1; deuxiemement, I'activation du
gene Bmall, par un mécanisme qui reste encore a découvrir. Ces protéines
constituent donc deux boucles régulatrices, I'une négative, I'autre positive.
CLOCK et BMAL1 activent aussi ce que l'on appelle des clock-controlled
genes (ccg) dont les produits transmettent les informations rythmiques au
reste de I’organisme via les voies de sortie de I’horloge. Certaines protéines
modulent la progression des boucles de régulation. Ainsi, la caséine kinase |
€ (CKlg) peut phosphoryler les protéines PER, ce qui les déstabilise et
empéche leur translocation dans le noyau. Le schéma souligne également
les cibles des mutations décrites dans le texte (en rouge). FASP: familial
advanced sleep phase.

plusieurs genes de I’horloge sont
transcrits de fagcon rythmique.
CLOCK et BMAL1 activent aussi
d’autres genes dont la fonction est de
transmettre les messages rythmiques
a l'organisme [2, 3]. Il faut cepen-
dant noter que I’horloge n’est pas

constituée que de génes, et que sa
régulation peut se faire a plus d’un
niveau [2]. Ceci est illustré par des
études trés récentes montrant des
modifications de la chromatine en
réponse a la lumiere dans les cellules
de I’horloge [4], et I’existence d’une
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communication entre le NSC et
d’autres oscillateurs circadiens pré-
sents ailleurs dans I'organisme ([5]
et m/s 1998, n° 10, p.1114).

Des souris sans BMAL1
sont arythmiques

A la question « Comment se com-
porte un animal dont un des genes
de I’horloge est muté?», on pourrait
répondre tout simplement que son
horloge est détraquée et qu’il ne pré-
sente plus de rythmes circadiens. La
réalité est un peu plus complexe. Plu-
sieurs lignées de souris dont un des
genes de I’horloge est muté ont été
produites ou isolées au cours des der-
nieres années [6-9]. Toutefois,
jusqu’a tout récemment, aucun de
ces animaux ne présentait une aboli-
tion compléete des rythmes circa-
diens. Des mutants du géne Clock pla-
cés en obscurité constante sont
arythmiques, mais seulement au bout
de quelques jours [6]. Des souris
invalidées pour les genes Per2 ou Per3
présentent une période plus courte
gue des souris normales, mais restent
toutefois rythmiques [7, 9]. Celles
dont le géne Cryl ou Cry2 est muté
présentent aussi une période anor-
male; il a fallu combiner les muta-
tions a la fois dans Cryl et Cry2 pour
avoir des animaux vraiment aryth-
miques en conditions constantes [8].
Une étude récente des groupes de
Christopher Bradfield et Joseph
Takahashi décrit le phénotype de
souris dont le géne codant pour
BMAL1 (ou MOP3) est inactivé, et
démontre le réle central et essentiel
de cette protéine dans le systétme cir-
cadien [10]. Il s’agit en effet du pre-
mier exemple de souris invalidée
pour un seul géne qui est totalement
arythmique en conditions constantes,
tant pour ce qui est de I’activité que
de I'expression des génes de I’hor-
loge. Ces souris sans BMALL1 présen-
tent aussi des problémes d’entraine-
ment de leur horloge par la lumiére,
et leur activité totale est réduite,
deux autres phénotypes jamais
encore trouvés chez des mutants de
I’horloge [10].

Cette étude met également fin a cer-
tains doutes quant au réle de BMAL1
dans I’horloge. En effet, un géne trés

msmmmm SeMmblable & Bmall, appelée Mop9,
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avait été découvert quelques mois
plus tdét chez I’homme et chez les
rongeurs [2, 10]. Ce géne étant lui
aussi exprimé dans le NSC et la pro-
téine pouvant s’associer a CLOCK,
tout comme BMAL1, on pouvait se
demander si ce n’était pas plutdt
MOP9 qui était importante pour
I’horloge, ou si les deux protéines ne
se partageaient pas le travail. Les sou-
ris invalidées pour Bmall démontrent
gue Bmall est absolument nécessaire
pour I’'horloge, et présente toutes les
caractéristiques d’un acteur fonda-
mental de I’horloge; Mop9, toujours
actif chez ces souris, ne peut sup-
pléer a son homologue. Mop9 pour-
rait cependant étre lui aussi crucial,
mais a un autre niveau dans le méca-
nisme de I’horloge ; I’analyse de sou-
ris mutantes pour ce gene permettra
de le savoir.

Des humains a I’horloge mutée

Si I'on peut trouver des mutants de
I’horloge chez les rongeurs, pour-
quoi pas chez les humains? Certains
syndromes incluant des troubles du
sommeil ou des anomalies de I’oscil-
lation circadienne de certains para-
metres physiologiques sont de bons
candidats pour présenter de telles
mutations. Néanmoins, rien de tan-
gible n’avait été publié jusqu’ici.

Un bon exemple d’anomalie du sys-
teme circadien chez I’homme est le
Familial Advanced Sleep Phase Syndrome
(FASPS), décrit dans trois familles il y
a deux ans [11]. Les individus
atteints présentent une avance de
quelques heures de leurs phases de
sommeil et des rythmes de tempéra-
ture et de mélatonine, ainsi qu’une
période plus courte que la normale
en conditions constantes. Les efforts
conjoints de quelques laboratoires de
I’Université de I’'Utah a Salt Lake City
ont mené tout récemment a la des-
cription du géne muté chez une de
ces familles atteinte de FASPS [12]. Il
s’agit du gene Per2. La mutation
touche une sérine qui peut normale-
ment étre phosphorylée par la
caséine kinase | € (CKlg) [11]. On
sait, grace a des études antérieures
chez I’lhomme, les rongeurs et la dro-
sophile, que CKle peut phosphoryler
les protéines PER, ce qui diminue
leur stabilité et inhibe leur transloca-

tion dans le noyau [2] (figure 1).
Puisque PER1 et 2 ont probablement
un réle dans la boucle de régulation
négative qui est au centre de I’hor-
loge circadienne [2], on pouvait pré-
dire qu’inhiber I’action de CKle accé-
lere I’horloge. C’est en effet ce que
I’on observe chez les patients FASPS.
Les études moléculaires et géné-
tiqgues ont donc convergé vers un
modéle cohérent.

Cette étude est a rapprocher de
résultats obtenus il y a moins d’un an
chez le hamster [13]. On connaissait
depuis plus d’une décennie un
mutant naturel du hamster appelé le
mutant tau. Ce mutant présente une
période des rythmes d’activité qui est
inférieure de quelques heures a celle
des animaux normaux. Ce phéno-
type est en fait trés proche de celui
des patients FASPS, et le rapproche-
ment était tentant [11]. Aprés des
années d’efforts, le gene muté chez
ces hamsters a enfin été dévoilé en
avril 2000: il s’agit de CKle [13] ! La
protéine mutante présente une acti-
vité de phosphorylation de PER qui
est grandement réduite. C’est donc
la mutation réciproque de celle qui a
été découverte chez les individus
souffrant de FASPS, ce qui explique
les phénotypes similaires.

Cette histoire constitue un argument
de taille pour justifier les études de
I’horloge circadienne sur des
modeéles animaux. Il y a fort a parier
que les recherches sur les bases
moléculaires de I’horloge, alliées aux
études génétiques des syndromes cir-
cadiens humains, permettront de
mettre le doigt sur les causes géené-
tiques de ces troubles, ce qui pourrait
aider la recherche de solutions pour
alléger les problémes des individus
touchés.
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mmm  Révolution culturelle chez les
baleines australiennes. Au large des
cOtes australiennes, du c6té de
I’océan Indien & I’Ouest, ou du coté
de la Mer de Corail dans le Pacifique
a I’Est, équipés de magnétophones
étanches suspendus a des balises flot-
tantes, des chercheurs enregistrent
le chant des baleines a bosse (Megap-
tera novaeangliae). Pendant I’hiver
austral et le printemps, les males
chantent au moment de I’accouple-
ment et du départ en migration.
Cette démonstration est sans doute
sexuelle, sans qu’on sache s’ils veu-
lent dissuader leurs concurrents ou
charmer les femelles. Le chant est
toujours le méme, avec de petits
changements au cours du temps qui
font évoluer le répertoire, comme
on I'observe aussi chez les oiseaux
chanteurs. Toutefois, chaque groupe
a sa mélodie, et le chant des baleines
qui s’accouplent a I’Ouest n’a rien a
voir avec celui de I’Est, chanté par
celles qui se regroupent au large des
récifs de la Grande Barriére. Bien
gue les baleines migrent assez loin, il
y a généralement peu d’échanges
entre les différentes populations.
Pourtant, vers 1995-1996, deux exo-
génes furent repérés (sur 81 chan-
teurs). Leur chant, tres différent,
rappelait celui de la céte Ouest.
Rapidement, I’ensemble du groupe
se mit a chanter indifféremment
I'un ou l'autre chant, et certains
mélangérent méme les themes de
I’ancien et du nouveau chant. Puis, a
partir de 1998, tous adoptérent una-
nimement le chant nouveau. Il est

convenu d’appeler les petites modifi-
cations survenant habituellement et
transmises aux jeunes générations
une «évolution culturelle». Ici,
comme le suggérent les chercheurs
australiens, on peut donc parler
d’une véritable «révolution cultu-
relle». Les chants du «Grand Bleu»
ont sans doute encore beaucoup a
nous apprendre.

[1. Noad MJ, et al. Nature 2000 ; 408:
537.]

mmm |a Livine empéche la cellule
de mourir, bien sir! Un groupe
d’Astra Zeneca vient de présenter
[1] la derniére-née de la famille des
IAP, protéines inhibitrices de
I’apoptose [2]. Nommeée Livine, elle
a une expression trés restreinte
puisqu’elle n’est retrouvée que dans
les tissus a croissance rapide: cer-
veau feetal, placenta et plusieurs
lignées cancéreuses. La Livine est
méme plus efficace que la Survivine
pour inhiber, dans la lignée-type
HelLa, I'apoptose induite par diffé-
rents intermédiaires de la voie de
signalisation du TNFa (tumor necro-
sis factor). En fait, la fixation de la
Livine a la pro-caspase 9 bloque en
grande partie le clivage protéoly-
tique de cette pro-enzyme en une
caspase 9 active. Le mécanisme
d’action de la Livine semble toute-

fois plus complexe: in vitro, la
Livine s’associe aussi a deux
enzymes situées en aval du signal
apoptotique, les caspases exécu-
trices 3 et 7. Si les auteurs ne men-
tionnent pas une éventuelle fixation
aux pro-caspases correspondantes,
ils indiquent en revanche les fonc-
tions de deux portions de la pro-
téine. Le role de I'une, le domaine
BIR (baculoviral IAP repeat), est
attendu: comme pour les autres
IAP, il s’associe aux caspases et est
responsable de I’inhibition de
I’apoptose. L’autre est plus subtil :
le domaine RING, décrit comme
permettant la formation de com-
plexes multi-protéiques [4],
contr6le ici la localisation subcellu-
laire de la Livine. Les auteurs obser-
vent en outre que dans des cellules
exprimant la Livine, la transfection
d’ARN anti-sens de la Livine
déclenche un programme apopto-
tique complet avec activation des
caspases et fragmentation de I’ADN.
La Livine pourrait ainsi devenir une
cible prioritaire, au moins dans les
cellules cancéreuses exprimant
cette nouvelle 1AP.
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