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Une horloge cellulaire

et physiologique

regle la vie du nématode
Caenorhabditis elegans

Le déroulement temporel de nombreuses étapes du déve-
loppement et du comportement est réglé tres précisément
par des mécanismes appelés dans leur ensemble horloges
biologiques. On a identifié chez le ver nématode Caenor-
habditis elegans quatre genes impliqués dans ce réglage de la
chronobiologie. Les mutations du geéne clk-1, minutieuse-
ment étudiées, allongent le temps moyen du développe-
ment embryonnaire et postembryonnaire, la période des
cycles cellulaires et la durée de vie. Elles modifient aussi les
périodes de cycles comportementaux, tels que la déféca-
tion, la nage, les cycles de pompage. Ces résultats suggerent
que des genes tels que clk-1 pourraient participer a la régu-
lation centrale synchronisée d’une grande diversité de

rythmes biologiques de I’organisme.

ne des caractéristiques du

vivant est que le déroule-

ment temporel de beau-

coup d’aspects de la vie

des organismes est réglé
treés précisément. Cette organisation
temporelle se manifeste souvent sous
la forme de rythmes réguliers que
I'on appelle fréquemment «horloges
biologiques». Dans le monde de la
technologie humaine les horloges
sont des machines qui mesurent la
durée. Dans quelle mesure cela est-il
le cas des horloges biologiques ?
Apparemment, la plupart des orga-
nismes possedent une horloge circa-
dienne, c’est-a-dire un mécanisme
interne qui leur permet d’anticiper,
et donc de se maintenir en synchro-
nie avec les phénoménes du monde
extérieur, tels que l'alternance du
jour et de la nuit ou des saisons.

L’existence de rythmes libres, indé-
pendants de stimulus externes, par
exemple dans l'activité locomotrice,
est une des preuves les plus impor-
tantes de l’existence de telles hor-
loges. En effet, on peut démontrer,
chez les vertébrés aussi bien que chez
les invertébrés, que des variations de
I’activité apparaissent de facon prévi-
sible et a intervalles réguliers méme
quand des animaux sont maintenus
sous une lumieére constante ou dans
une perpétuelle obscurité.

Notre compréhension de I’horloge
circadienne a été grandement renfor-
cée par la recherche en génétique
[1]. En effet, des mutations qui peu-
vent modifier la périodicité des
rythmes libres ont été identifiées
dans plusieurs espéces comme la
mouche Drosophila melanogaster [2], la
moisissure Neurospora crassa [3], le
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hamster [4] et la souris [5]. De plus,
on observe que les cycles circadiens
libres de ces organismes sont allon-
gés par certaines mutations alors
qu’ils sont raccourcis par d’autres.
L’horloge circadienne dont nous
venons de parler détermine a quels
moments du cycle nycthéméral un
animal va étre particulierement actif
ou montrer des comportements parti-
culiers. Toutefois, beaucoup de com-
portements sont périodiques dans un
tout autre sens: ils consistent en acti-
vations réitérées d’un programme
moteur. La marche, la respiration, le
péristaltisme ou les battements du
cceur sont autant d’exemples de
rythmes ultradiens que nous pouvons
observer sur nous-mémes, et qui exis-
tent en grand nombre chez tous les
organismes [6]. Ici aussi on parle
d’horloge biologique mais, dans ce
cas, d’horloges neuronales [7]. On
pense que ces horloges neuronales
correspondent a des circuits nerveux
ayant des propriétés oscillatoires et
lon étudie ces mécanismes tant au
niveau physiologique qu’au niveau
génétique. On a trouvé, par exemple,
que le chant nuptial de la drosophile,
qui montre plusieurs rythmes com-
plexes, est affecté chez les mutants per
(m/s n°4, vol. 2, p. 223) [8]. Plus
récemment, des mutations ont été
identifiées qui affectent la longueur
du cycle de défécation chez le néma-
tode Caenorhabditis elegans [9, 10].
Chez ce ver, le cycle de défécation
consiste en la contraction successive
de trois groupes musculaires, ces trois
contractions se répétant a intervalles
trés réguliers. Plusieurs génes qui
affectent le déroulement temporel de
ce cycle comportemental ont été
identifiés, certains mutants ayant un
cycle plus long, et d’autres un cycle
plus court que normal [11].
L’ontogenése des organismes multi-
cellulaires est une séquence extraor-
dinairement complexe d’événements
qui, tres probablement, doit avoir
recours a un mécanisme d’organisa-
tion temporelle pour pouvoir se
dérouler de facon coordonnée.
Drailleurs, une partie importante de
la recherche en biologie du dévelop-
pement consiste a déterminer exacte-
ment quels sont les patrons d’activa-
tion, dans I'espace et dans le temps,
des genes du développement. Toute-
fois, malgré l’extraordinaire préci-
sion qui semble exister dans la régu-

lation temporelle des étapes du déve-
loppement, aucun mécanisme géné-
ral de controle n’a été mis en évi-
dence a ce jour [12].

Chez les organismes multicellulaires,
le développement est accompagné
d’une augmentation du nombre de
cellules qui composent I’organisme. 11
semble donc que la longueur du cycle
cellulaire doive jouer un role déter-
minant dans l’organisation tempo-
relle du développement. En effet,
dans certains cas, on a pu démontrer
que la longueur du cycle cellulaire est
utilisée pour activer des événements
du développement. Par exemple,
chez de nombreux organismes, on
observe une augmentation soudaine
de la longueur des cycles cellulaires
au milieu du stade embryonnaire de
blastula et cette transition s’accom-
pagne de plusieurs événements
importants [13, 14]. II apparait que
c’est un changement dans le rapport
nucléo-cytoplasmique qui déclenche
cette augmentation soudaine de la
longueur du cycle. En effet, le rap-
port nucléo-cytoplasmique augmente
régulierement durant les premiéres
phases du développement étant
donné que le volume cytoplasmique
des cellules diminuent régulierement
au cours des clivages embryonnaires
[15, 16]. Dans ce cas, il semble bien
que la durée du cycle cellulaire soit
utilisée comme une sorte d’horloge
du développement.

La division cellulaire joue certaine-
ment un role trés important dans
tous les cycles de vie [17] et, par
conséquent, les mécanismes respon-
sables de ses aspects cycliques ont été
étudiés en détail: en particulier les
interactions entre des kinases, des
phosphatases, leurs inhibiteurs et les
cyclines. Les cyclines sont des pro-
téines instables qui sont produites et
s’accumulent pendant certaines des
phases du cycle cellulaire. Leur des-
truction soudaine s’accompagne du
passage dans la phase suivante. Clai-
rement, les cyclines fonctionnent
comme des mécanismes temporels.
Toutefois, la recherche sur ces molé-
cules a surtout porté sur leurs roles
dans les mécanismes qui permettent
aux différents événements du cycle
de se succéder dans l'ordre correct
[18] et moins sur la régulation de la
longueur du cycle comme telle [19].
Pour la plupart des organismes,
comme pour les humains, les phases
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Cycle cellulaire lent et irrégulier

Développement post-embryonnaire lent
Production de gamétes lente et irréguliére
Vieillissement lent

Développement embryonnaire lent et irrégulier

Mouvement lent et irrégulier
Pompage lent et irrégulier
Cycle de défécation lent et irrégulier

finales du développement sont la
vieillesse et la mort. Il est frappant
toutefois que chaque espéce ait une
espérance de vie qui soit typique et il

est facile de prédire I’age qu’un orga-
nisme ne peut dépasser. Qu’est-ce
qui détermine l'espérance de vie et
est-il possible qu'une horloge mesure

Figure 1. Un ver nématode de
I'espéce Caenorhabditis elegans. //
s’agit d’un ver portant la mutation
clk-1(e2519) qui ralentit presque
toutes les performances physiolo-
giques de I'animal. Les traits physio-
logiques du développement altérés
par la mutation sont inscrits en haut
et a gauche de la figure, et les traits
comportementaux en bas a droite.
La photo montre aussi un ceuf (a
I’'extréme droite) ainsi qu’un animal
au premier stade larvaire. L’'animal
adulte a une longueur d’a peu preés
un millimetre.

le temps qui nous reste a vivre? Les
chercheurs qui s’intéressent a ces
questions ont découvert que des élé-
ments de I'environnement ainsi que

Tableau |

ANALYSE PHENOTYPIQUE QUANTITATIVE

Phénotypes

Génotypes

Type sauvage

e2519 mz
(secours maternel)

e2519 mz

qgm30

Développement
embryonnaire (heures)

Développement
postembryonnaire
(heures)

13,3 = 1,0 (n = 500)

46,6 + 3,0 (n = 500)

13,6 = 0,8 (n = 50)

50,6 + 3,1 (n = 100)

17,1 = 3,9 (n = 500)

70,6 = 4,8 (n = 500)

22,8 £ 5,0 (n = 100)

99,2 + 6,2 (n = 100)

Taux de production
d’ceufs (ceufs/heures)

Nombre de descendants
par autofécondation

Durée de vie (jours)
Cycle de défécation
(moyenne de cing cycles,

en secondes)

Pompage
(cycles/minute)

Nage
(cycles/minute)

6,0 + 1,2 (n = 200)
302,4 + 30,5
(n = 20)

18,6 £ 5,2 (n = 50)
(max. : 27)

50,8 + 5,6 (n = 100)

259,0 + 23,7
(n = 25)

120,7 £ 6,5
(n = 25)

3,8 +0,9 (n =25)
340,9 = 77,2
(n = 20)

19,9 + 5,3 (n = 50)
(max. : 33)

54,7 £ 8,4 (n = 11)

232,3 + 26,7
(n=11)

120,3 + 13,2
(n=11)

27 = 1,0 (n = 200)

191,1 = 33,0 (n = 20)

26,0 = 9,0 (n = 50)

(max. : 45)

69,4 + 9,9 (n = 100)

156,0 + 29,0
(n = 25)

91,7 5,7
(n = 25)

0,9 £ 0,1 (n = 200)

87,2 + 37,2 (n = 10)

22,8 + 9,8 (n = 50)

(max. : 46)

92,4 + 15,0 (n = 25)

170,3 = 26,9

(n = 25)
75,6 4,9
(n = 25)

Les mutants e2519 et qm30 sont deux mutants différents du méme géne clk1.
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. Type
Evénements sauvage
ralentis (n=9)
Migration pronucléaire 18,75
rapide +5,43 um/min
Pause 31

pronucléaire +14 secondes

Toutes les interphases

ex. : interphase de la 729

+43 secondes

cellule P1
Evénements
inchangés

Migration pronucléaire 3,6
lente +1,05 um/min

Rotation nucléaire 28
+10 deg/min

Oscillation du fuseau 32

+6 s/cycle
Toutes les mitoses 171

ex. : mitose de la
cellule PO

+38 secondes

Toutes les cytokineses
ex. : cytokinese de la
cellule PO

256

+53 secondes

Le cycle cellulaire des mutants cl/k-1

clk-1
(e2519)
(n=9)

11,25

+4,5 um/min

107

+50 secondes

1143

+219 secondes

4,1

+1,9 ym/min

25
+9 deg/min

33

+7 sicycle

184

+31 secondes

262

+54 secondes

HB0EE B0

Figure 2. La durée des différentes
phases des premiers cycles cellu-
laires d’embryons mutants et sau-
vages. Des embryons tres jeunes
sont obtenus par dissection et leur
développement est suivi par micro-
scopie vidéo. Les dessins schéma-
tiques illustrent les événements
observés. Aprés la fécondation, le
pronoyau de l'ovocyte, qui se
forme toujours a I'opposé du point
d’entrée du spermatozoide, migre a
travers I'embryon pour s’attacher
au pronoyau du spermatozoide.
Pendant cette migration il se forme
une constriction au milieu de
I'embryon qu’on appelle le sillon
de pseudo-clivage. La migration
pronucléaire se fait en deux temps,
d’abord le pronoyau migre lente-
ment jusqu’au niveau du sillon,
puis, beaucoup plus vite, jusqu’au
pronoyau male. Seulement la
phase rapide de cette migration est
ralentie par la mutation de clk-1.
Apres s’étre attachés I'un a I'autre,
les deux pronoyaux restent immo-
biles, puis migrent ensemble jus-
qu’au milieu de I'embryon. Cette
pause pronucléaire avant la reprise
de la migration est beaucoup plus
longue chez les embryons mutants.
Quand les deux pronoyaux atta-
chés ont atteint le milieu de
I'embryon, ils exécutent une rota-
tion de 90° puis fusionnent et la
mitose commence. Quand le fuseau
a atteint sa longueur maximale il
oscille énergiquement plusieurs
fois, puis la mitose continue. Nous
avons mesuré la longueur de toutes
ces phases. Nous avons considéré
que la mitose commence quand
I’'enveloppe nucléaire devient indis-
tincte et qu’elle se termine (pour le
soin de la mesure) quand com-
mence la cytokinése. De méme,

nous avons considéré que les interphases commencent dés que s’interrompent les cytokinéses. Seuls un petit
nombre d’événements du cycle sont ralentis par la mutation, sans qu’apparaisse clairement ce qu’ils pourraient avoir

en commun.

des éléments génétiques contribuent
a déterminer I’espérance de vie
typique de chaque espece [20, 21].
Chez le nématode C. elegans, ces
deux champs de recherche sont acti-
vement explorés. En particulier, des
recherches génétiques ont porté sur
les genes daf dont l'action regle la
formation d’une larve dormante, la
larve «dauer» (m/s n°11, wvol. 12,
p. 1261) [22-24].

Les caractéristiques temporelles des
processus biologiques que j’ai men-
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tionnées jusqu’ici sont tres diffé-
rentes les unes des autres. Par
exemple, les différences entre les
périodes moyennes de ces rythmes
s’étendent sur plusieurs ordres de
magnitude. De plus, quand les méca-
nismes qui sont a la base de leur
régularité sont connus, ils semblent
n’avoir aucun point commun. Ce fut
donc une surprise de taille que les
résultats de recherches effectuées sur
le nématode Caenorhabditis elegans
[25-27] puissent suggérer I'existence

d’une horloge physiologique centrale
exercant une influence sur la plupart
des caractéristiques temporelles du
ver (m/sn°11, vol. 12, p. 1261).

Le phénotype
des mutants clk-1
du nématode C. elegans

Des mutations dans quatre génes du
nématode C. elegans produisent des
effets phénotypiques semblables. Ce
sont les genes clk-1, clk-2, clk-3 et gro-1.
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Figure 3. L’effet phénotypique de la mutation clk-1(e2519) et du secours
maternel, exprimé relativement a la valeur mesurée chez le type sauvage
(indiqué par la ligne horizontale a 100 %). La mutation secourue est €2519.
Les mesures absolues utilisées sont celles du Tableau |. Les abréviations
sont: autoféc. pour le nombre de descendants par autofécondation,; post-
emb. pour le développement postembryonnaire; emb. pour le développe-
ment embryonnaire; vie max. pour la durée de vie maximale ; pomp. pour la
fréquence de pompage,; vie moyen. pour la durée de vie moyenne.

Nous les appelons collectivement les
genes clk. Toutefois, nous allons sur-
tout parler du gene clk-1, et en parti-
culier des mutations ¢2519 et gm30 de
ce gene (la notation formelle est clk-
1(e2519) et clk-1(gm30)). Nous ne nous
préoccuperons des trois autres genes
que dans le contexte de leurs effets
sur le vieillissement. Les mutations
dans le gene clk-1 ont de nombreux
effets phénotypiques (figure 1 et
Tableaw I). Les phénotypes sont aussi
bien développementaux que com-
portementaux. Cela inclut la lon-
gueur de certains moments du cycle
cellulaire (figure 2), la durée du déve-
loppement embryonnaire et postem-
bryonnaire, le taux de production
d’ceufs, le nombre de descendants
par autofécondation (ce qui chez ces
hermaphrodites est une mesure de la
quantité de sperme produit avant le
passage a la production d’ovocytes),
la durée de vie, et la périodicité de
comportements rythmiques comme
la défécation, le pompage et la nage.
Pour tous ces événements, on observe
un ralentissement moyen de leur
déroulement, donc une diminution
de la fréquence des événements
périodiques et une augmentation de
la durée des événements dont nous
mesurons la durée totale. Chez les
mutants, ce ralentissement moyen est

presque toujours accompagné d’une
variabilité plus grande que chez les
vers du type sauvage, dans la lon-
gueur des périodes et des durées.
Dans le Tableau I, qui résume ces
données, cette augmentation de la
variabilité se manifeste par un écart-
type plus grand pour les mesures
effectuées sur les mutants que pour
celles effectuées sur des vers de type
sauvage.

Les différentes mutations du geéne
clk-1 produisent toutes la méme série
d’effets mais a des degrés divers. Par
exemple, la caractérisation de deux
de ces mutations, qui est illustrée
dans le Tableau I, montre clairement
que la mutation ¢gm30 produit des
effets plus marqués que la mutation
e2519. Cependant, malgré ces effets
multiples, les mutants clk-I n’appa-
raissent pas, a premiere vue, parti-
culierement anormaux ou malades et
ne sont pas différents du type
sauvage sur le plan anatomique.
Voila donc la premiére caractéris-
tique étonnante des mutations du
gene clk-1: elles affectent des phéno-
meénes qui n’ont apparemment
aucun lien mécanique ou causal
entre eux. Quel rapport peut-il y
avoir entre la longueur du cycle de
défécation et la longueur du cycle
cellulaire dans ’embryon, ou entre
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ce dernier et le vieillissement? Com-
ment expliquer qu’une mutation
dans un geéne unique puisse affecter
tous ces traits physiologiques dispa-
rates de facon similaire? Nous avons
émis I’hypothése que le phénotype
de ces mutants révele D’existence
d’une horloge physiologique qui
mesure le temps cellulaire et que le
produit du géne clk-1 est nécessaire a
son fonctionnement. Dans les sec-
tions qui suivent, nous décrirons cer-
taines des observations et des expé-
riences plus complexes qui ont
contribué a la formulation de notre
hypothese.

La mutation e2519 affecte
tous les phénotypes
au méme degreé

C’est la mutation e2519 que nous
avons étudiée le plus en détail et
dont la caractéristique la plus éton-
nante est qu’elle affecte presque
exactement au méme degré tout
I’éventail des traits physiologiques
étudiés (figure 3). Rappelons que ces
traits physiologiques sont qualitative-
ment trés différents, mais le sont
aussi quantitativement et se dérou-
lent a des échelles temporelles com-
pléetement différentes: le pompage se
mesure en centaines de cycles par
seconde alors que la durée de vie se
mesure en semaines. Imaginons que
les effets physiologiques de la muta-
tion ¢2519 consistent, par exemple, a
réduire la capacité métabolique, et
que cela serait la source de la pléio-
tropie observée, étant donné que
tout mécanisme physiologique
requiert de 1’énergie. Avec un tel
modele on voit mal comment I'uni-
formité de I'effet de ¢2519 serait pos-
sible. Cela supposerait que tous les
phénomenes affectés, qui seraient
par ailleurs complétement indépen-
dants, aient presque exactement le
méme degré de dépendance par rap-
port a la capacité métabolique. Par
exemple, il faudrait supposer que
I’augmentation rapide de la masse
corporelle durant le développement
postembryonnaire requiere les
mémes quantités d’énergie par unité
de temps que les faibles contractions
musculaires du cycle de défécation.
Ou encore, que le cycle cellulaire
embryonnaire ait exactement les
mémes besoins que la nage. Un effet
aussi uniforme d’une déficience
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métabolique non spécifique nous
semble bien difficile a imaginer. Mal-
heureusement, bien que des études
soient en cours dans plusieurs labora-
toires, nous n’avons pas encore
d’information sur le métabolisme cel-
lulaire chez les mutants clk-1.

Dans ce contexte, nos observations
sur le cycle cellulaire sont particulie-
rement pertinentes car nous avons
montré (figure 2) que la plupart des
événements du cycle, comme la
mitose ou la cytokinése, ne sont pas
ralentis par les mutations, alors qu’ils
requierent probablement beaucoup
d’énergie.

I L'effet maternel

Les quatre genes clk et en particulier
clk-1 montrent un effet de secours
(encore appelé sauvetage) maternel.
C’est-a-dire que des mutants homozy-
gotes (clk-1/clk-1) descendant d’un
parent autofécondant hétérozygote
(clk-1/+) montrent un phénotype
presque entierement de type sauvage
(Tableau I et figure3). Le modeéle le
plus classique et le plus simple pour
expliquer un effet maternel de ce
type, suppose que, pendant le déve-
loppement de I'ovocyte, la meére y
dépose une certaine quantité de pro-
duit (ARN messager ou protéine)
provenant du gene clk-1 sauvage
qu’elle porte, et que cette quantité
est suffisante pour remplir entiére-
ment la fonction normale du gene.
En particulier, ce type d’hérédité est
souvent associé aux mutations qui
affectent le développement embryon-
naire. Apres tout, I’embryon n’est pas
plus gros que 'ovocyte et dong, si le
messager ou la protéine sont relative-
ment stables, on peut voir comment
le secours maternel est possible. Dans
le cas des génes clk, en revanche, ce
modele semble plus difficilement
appliquable, car le secours maternel
s’étend ici a des phénotypes qui se
mesurent chez un adulte 500 fois
plus volumineux que I'ceuf, et
s’étend méme au vieillissement
(Tableau I). 11 est peu probable que la
quantité de produit du geéne clk-1
déposée dans I'ovocyte par la mere
puisse suffire a I’adulte et durer assez
pour affecter le vieillissement. Il faut
donc imaginer que le produit est
effectivement absent chez I’adulte.
Le secours maternel que nous obser-
vons doit donc résulter d’'un méca-

nisme développemental. Dans le
contexte de notre hypothese d’hor-
loge biologique, il faut supposer que
le fonctionnement de I’horloge peut
étre réglé par le produit de clk-1
durant le développement embryon-
naire, et que cette horloge, une fois
réglée correctement, peut continuer
a fonctionner avec ce réglage, méme
en I’absence du produit de clk-1.

Corrélations
entre phénotypes mutants

Comme je I’ai mentionné plus haut,
pour la plupart des phénotypes, le
ralentissement moyen des périodes et
des durées mesurées s’accompagne
d’une augmentation considérable de
leur variabilité (Tableau I). Par
exemple, le développement embryon-
naire des vers mutants e2519n’est, en
moyenne, que 1,3 fois plus lent que
chez le type sauvage, en revanche la
variabilité est 4 fois plus grande. Par
conséquent, certains embryons
mutants se développent aussi rapide-
ment que les embryons sauvages les
plus rapides, alors que d’autres sont
plus de deux fois plus lents. Ces dif-
férences entre embryons n’ont pas
de base génétique car nous avons
montré qu’elles ne sont pas héri-
tables [26]. Une telle augmentation
de la variabilité est aussi observée
pour la plupart des autres phéno-
types. Nous nous sommes donc posé
la question de savoir si il y avait une
corrélation parmi ces variations. Par
exemple, les vers au développement
particulierement lent ont-ils des com-
portements particulierement lents?
C’est ainsi que nous avons étudié des
groupes de vers mutants et de type
sauvage que nous avons suivis indivi-
duellement du début du développe-
ment embryonnaire jusqu’au stade
adulte (Tableau II). Pour chaque
génotype, nous avons choisi deux
groupes d’embryons: des embryons
au développement rapide et des
embryons au développement lent.
Evidemment, on peut obtenir des dif-
férences bien plus grandes pour les
embryons clk-1 dont le développe-
ment est variable que pour ceux du
type sauvage dont le développement
est régulier (Tableaw II). En suivant
ces quatre groupes de vers nous
avons eu la surprise de trouver que le
développement postembryonnaire
des vers lents est rapide, et que celui
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Tableau Il

CORRELATION ENTRE PHENOTYPES MUTANTS

Phénotype

Embryons a développement rapide

Embryons a développement lent

Type sauvage

clk-1(e2519)

Type sauvage

clk-1(e2519)

Développement
embryonnaire (heures)

Développement
postembryonnaire (heures)

Développement total

Période du cycle
de défécation (secondes)

12,1 £ 0,7 (n = 29)

49,5 + 1,7 (n = 25)

61,6

52,7 £ 5,0 (n = 29)

11,7 £ 0,7 (n = 29)

74,9 = 4,0 (n = 25)

86,6

71,6 £ 12,0 (n = 29)

14,4 = 0,5 (n = 29)

47,2 = 2,0 (n = 25)

50,2 + 3,8 (n = 29)

22,8 £ 0,7 (n = 29)

64,3 + 4,1 (n = 25)

61,6 871

57,3 £ 6,5 (n = 29)

des vers rapides est lent. De méme, la
période du cycle de défécation des
vers lents est rapide et celle de vers
rapides est lente. Cela est vrai pour
les vers sauvages aussi bien que pour
les vers mutants, mais les différences
sont beaucoup plus marquées chez
les mutants (Tableau II). Ces observa-
tions montrent que des vers dont on
peut mesurer la différence au début
de leur vie restent différents durant
leur vie ultérieure. De plus, I’étrange
corrélation inverse entre le dévelop-
pement embryonnaire et nos deux
autres mesures semble indiquer que
notre hypothétique horloge n’est pas
utilisée exactement de la méme
facon par différents mécanismes phy-
siologiques.

Nos observations sur I'effet mater-
nel nous avaient déja suggéré que
I’horloge pouvait se régler. Dans le
cas du secours maternel, elle était
réglée correctement par la pré-
sence au bon moment du produit
normal de c¢lk-1. Ces observations
sur les corrélations entre les phé-
notypes de I’embryon et de I’adulte
suggerent que, méme en l’absence
complete de clk-1, un réglage de
I’horloge s’effectue toujours, mais
que la facon dont elle est réglée est
maintenant déterminée de facon
aléatoire. C’est seulement quand le
produit de clk-1 est présent que le
réglage est plus ou moins le méme
pour tous les animaux: c’est le
réglage de type sauvage. Ce modele
suggere aussi que les vers mutants
ne sont pas ralentis par les muta-
tions de clk-1, mais qu’un ralentis-
sement moyen serait le résultat

d’un choix aléatoire de réglage
d’horloge. En effet, I’horloge peut
fonctionner a un nombre infini de
valeurs plus lentes, mais seulement
a un petit nombre de valeurs plus
rapides. Apres tout, il serait impos-
sible d’avoir un développement
embryonnaire instantané, ou
méme complété en deux heures au
lieu de lavaleur normale de treize
heures.

La durée

du développement
embryonnaire

des mutants dépend
de la température
durant I'ovogenése

Les vers sont capables de vivre et de
se développer normalement a des
températures allant de 15°C a 25°C.
Lors d’observations que nous ne
décrirons pas en détail ici, nous nous
étions apercus que le développement
embryonnaire des vers clk-1 était pro-
portionnellement beaucoup plus lent
que celui des vers du type sauvage a
15°C qu’il ne I’était a 25 °C. Nous en
avions conclu que la perception de la
température ambiante était altérée
chez les mutants. De plus, grace aux
observations de I’effet maternel, nous
savions que l’horloge pouvait étre
réglée. Nous nous sommes donc
demandé si nous pouvions la régler
en utilisant la température. Les résul-
tats de ces expériences sont présentés
de facon schématique dans la
figure 4. Pour chacun des génotypes,
nous avons déterminé la durée du
développement embryonnaire a

20°C de groupes d’embryons dont
les parents avaient été élevés a des
températures différentes, a 15 °C,
20°C et 25 °C. Toute I’embryogenése
se passe donc a 20 °C, mais les
embryons sont le résultat de la fécon-
dation d’ovocytes qui ont été pro-
duits a trois températures différentes.
Dans le cas du type sauvage, ’histoire
thermique des ovocytes ne change pas
la durée de I’embryogenese a 20°C
pour les trois groupes d’embryons. En
revanche, chez les mutants, la durée
de 'embryogenése est apparemment
déterminée par ce qui s’est passé
durant I’ovogenése. Les embryons
dont l'ovogenése s’est déroulée a
15°C se développent plus lentement,
et ceux dont I'ovogenese s’est dérou-
lée a 25°C plus rapidement, que
ceux dont I'ovogeneése s’est déroulée
a 20°C. Notre interprétation de ces
résultats, est que les animaux sau-
vages s’ajustent immédiatement a la
nouvelle température, au point que
ce qui s’est passé auparavant
n’influence pas la durée de leur
embryogeneése. Les mutants, en
revanche, prennent un certain temps
avant de s’adapter. Ils s’adaptent
néanmoins, car les durées de 1’em-
bryogenése mesurées dans cette
expérience sont respectivement plus
rapides et plus lentes que quand
I’ovogenése et ’embryogenése se
sont passées entierement a 15 °C ou a
25°C. Ces résultats nous suggerent
que la température est sans doute un
des parameétres selon lesquels I’hor-
loge se régle, et que clk-1 est néces-
saire pour effectuer ce réglage rapi-
dement.
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Figure 4. Représentation schématique d’une expérience dans laquelle des
embryons et leurs parents ont été élevés a trois températures différentes,
15 °C, 20 °C et 25 °C, puis tous les embryons ont été transférés a 20 °C pour
le restant de I'embryogenése et la durée jusqu’a I'éclosion mesurée. Pour le
type sauvage, ce traitement n’affecte pas la durée de I’embryogenese. En
revanche, la durée de I'embryogenése des mutants dépend de la tempéra-

ture d’élevage avant le transfert.

L'interaction
entre les génes clk
et le vieillissement

Finalement, et c’est le cas de le dire,
les mutants clk-1, ainsi que ceux des
trois autres genes clk (clk-2, clk-3 et
gro-1), vivent plus longtemps que les
animaux sauvages, et cela, bien qu’il
s’agisse d’animaux mutants, donc,
dans un sens, génétiquement
malades (Tableaw I). Pour étudier si
ces geénes interagissent spécifique-
ment nous avons établi des souches
portant des combinaisons de muta-
tions de genes c¢lk. Nous avons trouvé
que pour les genes clk-1, clk-2, et clk-3,
non seulement les mutants doubles
vivent encore plus longtemps que les
mutants simples, mais aussi que
I'effet de deux mutations semble étre
plus qu’additif (figure 5). Une obser-
vation intéressante est que les ani-
maux de certaines de ces souches,
par exemple clk-1(gm30) clk-3(qgm38),
apparaissent profondément malades:
ils sont tres 1éthargiques, produisent
tres peu d’ceufs et parfois apparais-
sent anatomiquement anormaux.
Malgré cela, ils vivent presque 3 fois
plus longtemps que les animaux sau-
vages a 18°C et bien qu’il ait été
m/s n°4, vol. 13, avril 97

montré que la fertilité ne joue pas de
role dans le vieillissement du ver.
Cela pourrait indiquer que le vieillis-
sement n’est pas juste une accumula-
tion d’états pathologiques mais qu’il
a peut-étre une cause unique qui est
altérée par les mutations des genes
clk.

Quelle est cette cause, et comment
interpréter I’augmentation de la
durée de vie des mutants clk? Les
théories sur le vieillissement se parta-
gent globalement en deux camps. Un
groupe de théories suggere que la
durée de vie est déterminée par un
mécanisme développemental comme
I’est la puberté ou la ménopause
[20]. Pour prolonger la vie il faudrait
découvrir et manipuler ce méca-
nisme. L’autre groupe de théories
suggere que, au long de son exis-
tence, I’organisme accumule peu a
peu des dommages qui finissent par
avoir raison de lui. La durée de vie
résulterait d’'un équilibre entre les
processus dommageables et les méca-
nismes de réparation. Un certain
nombre de données semble indiquer
que les processus dommageables sont
principalement le résultat du méta-
bolisme énergétique de la cellule
[28-33]. Dans ce cas, ’on voit mal

comment la durée de vie peut étre
altérée sans modifier presque tous les
genes de 'organisme. Nous pensons
que nos résultats obtenus avec les
mutants des génes clk corroborent ce
dernier groupe de théories. En effet,
bien que nous pensons avoir décou-
vert une horloge biologique, il nous
semble que la mort ne se comporte
pas comme un événement déterminé
dans le temps. C’est la probabilité de
mourir qui augmente avec le temps.
La raison pour laquelle aucun ver de
type sauvage ne peut vivre 50jours,
ou aucun étre humain ne peut vivre
150 ans, c’est que cette probabilité
n’augmente pas linéairement mais
plus ou moins exponentiellement.
Nous avons vu que les mutants des
genes clk vivent lentement a tout
point de vue. Quelle que soit la
source des dommages dont I’accumu-
lation fini par entrainer la mort, il est
probable que les mutants clk accumu-
lent ces dommages plus lentement.
Nous pensons donc que les muta-
tions des genes clk allongent la vie
indirectement en la ralentissant
(m/sn°11, vol. 12, p. 1261).

I Conclusion

Comment résumer tout cela? Notre
interprétation générale des expé-
riences que j’ai décrites, est que les
mutations des geénes clk, révelent

% vivant
100

0 10 20 30 40 50 60
Jours

Figure 5. Effet de mutations dans les
génes clk sur la durée de vie. Les
carrés blancs représentent les ani-
maux du type sauvage, les points
rouges les mutants clk-1(e2519), les
triangles rouges les mutants clk-
2(gm37), et les carrés rouges les
mutants doubles clk-1 clk-2. Pour
chaque génotype I’échantillon utilisé
était de 100 animaux. Les lignes qui
joignent les points sont sans autre
signification que visuelle.
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I'existence d’une horloge physiolo-
gique et cellulaire. La fonction de  Summary

cette horloge serait de permettre la A ojjular and physiological clock
synchronisation et 'harmonisation  ¢o(q the pace of the life

des fonctions physiologiques. Nous  f the nematode

ne savons pas encore s’il faut  Cuenorhabditis elegans

employer le terme comme une méta-
phore ou si une vraie comparaison

de mécanismes peut étre faite avec 4] features of living organisms
les horloges du monde de tous les appear to be precisely timed by
jours. Les études mol'eculalres GIUS ol medhamiems winleh gire
sont en cours, c’est-a-dire le clonage  referred to as «biological clocks ».
dgs genes clk, nous permetrons cer- 1y the nematode Caenorhabditis ele-
tainement d’en savoir plus dans le gans four maternal-effect genes
futur m which appear to be required for
the function of several distinct bio-
logical clocks have been identified.
The consequences of mutations in
the gene clk-1 have been studied in
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