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P53 sous le soleil

Thierry Magnaldo

P53 et stress génotoxique

>Le gene P53 est un géne suppresseur
de tumeur codant pour un facteur de
transcription subissant de nombreuses
modifications post-traductionnelles et
impliqué dans le contréle du cycle cel-
lulaire et de I’apoptose (mort cellulaire
programmée). P53 est muté dans plus de
50 % des tumeurs humaines, notamment
dans les tumeurs de la peau induites
par les rayonnements ultraviolets (UV)
contenus dans la lumiere solaire. Les
travaux récemment publiés par I’équipe
de David Fisher a Harvard ont attribué
a la protéine P53 une nouvelle mission
de surveillance et de controle de la pig-
mentation cutanée normale et patholo-
gique [1].

Identifiée il y bientdt 30 ans [2-4], P53
est probablement "'une des protéines
de régulation les plus étudiées (plus
de 40000 études font référence a P53)
Il semble aujourd’hui que P53 assure
son rdle de «gardien du génome» [5]
essentiellement au travers d’une multi-
plicité de régulations de la transcription
visant a protéger la cellule contre les
agressions extérieures [6].

Les UV constituent le stress génotoxi-
que majeur des cellules de la peau. Les
UV introduisent des lésions dans I’ADN
(diméres de pyrimidines) dont la répli-
cation peut étre mutageéne et a Iori-
gine du développement tumoral [7]. Le
destin cellulaire peut étre déterminé
par la quantité des Iésions accumulées
dans PADN. Ainsi, un nombre raisonna-
ble - c’est-a-dire qui ne sature pas les
systémes de réparation de I’ADN - de
lésions dans I’ADN provoque la stabi-
lisation de P53, I’arrét du cycle cellu-
laire (G1/S), et régule I'expression de
certains genes de réparation de I’ADN,
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notamment XPC (xeroderma pigmen-
tosum, complementation group c) [8].
Ce dernier est indispensable a la recon-
naissance des diméres de pyrimidine
induits par les UV dans ’ADN [9]. Si
la quantité des lésions dans I’ADN est
telle que les systemes de réparation ne
peuventy faire face, la cellule [ésée est
orientée vers I"apoptose. €n 1997, les
travaux du groupe de Bert Vogelstein a
Baltimore ont indiqué que certains des
geénes précocement induits au cours de
I’apoptose dépendante de P53 codent
pour des protéines génératrices d’es-
péces réactives de I’oxygéne (ROS)
pour promouvoir I’élimination de la
cellule Iésée [10]. Sauveur ou tueur,
P53 protege notre organisme soit en
contribuant a I"élimination des Iésions
dans ’ADN, soit en participant a I’éli-
mination des cellules potentiellement
tumorales. Le rdle de P53 n’est toute-
fois pas limité aux situations de stress
génotoxique exogenes. Des travaux plus
récents ont ainsi rapporté que I’expres-
sion de P53 a bas niveau est nécessaire
a I’élimination des ROS produites en
permanence par le métabolisme cellu-
laire et qui provoquent, elles aussi, des
dommages dans I’ADN (bases oxydées,
cassures simple brin de I’ADN) [11].
Ces travaux montrent que Iinactivation
expérimentale de P53 favorise 'accu-
mulation de ROS. Les mutations de P53
qui alterent sa capacité a réguler I'ex-
pression des génes pourraient contri-
buer a I’accumulation de ROS et favori-
ser I'instabilité génétique des tumeurs.
’ensemble de ces observations indique
que la surveillance du génome par P53
est indispensable, diversifiée et adap-
tée en fonction du type et de la quan-
tité des Iésions génotoxiques.
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P53 et pigmentation

La pigmentation cutanée joue également
un réle protecteur contre les tumeurs de
la peau, cancers de plus forte incidence
chez ’lhomme (carcinomes baso- et spi-
nocellulaires). Ces cancers se dévelop-
pent a partir des kératinocytes qui sont
les cellules majoritaires de I’épiderme, le
tissu superficiel de la peau. L'exposition
aux UV de la lumiere solaire stimule la
production de mélanines par les méla-
nocytes. Ces cellules spécialisées (déri-
vées des crétes neurales) sont situées
dans la couche basale de I’épiderme
qui abrite aussi les cellules souches
épidermiques (Figure 1A). Les mélanines
sont transmises aux kératinocytes sous
forme de petits granules appelés méla-
nosomes (Figure 1B). La pigmentation
assure ainsi une protection naturelle du
génome kératinocytaire en absorbant
les ultraviolets [12]. Limportance de la
protection assurée par les mélanines est
illustrée par des taux de cancers cuta-
nés significativement plus élevés chez
les personnes a peau claire que chez les
personnes a peau plus sombre. Dans les
populations australiennes d’ascendance
celte, de pigmentation claire et qui sou-
vent brllent plus qu’elles ne bronzent,
les cancers de la peau induits par les UV
constituent un réel probleme de santé
publique.

La pigmentation cutanée dépend des
interactions cellulaires entre kérati-
nocytes et mélanocytes. L’exposition
aux UV stimule la transcription du gene
appelé POMC (pro-opio-melano-cor-
tin complex) (Figure 1B) codant pour
’hormone o.-MSH (o.-melanocyte sti-
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mulating hormone), I’ACTH (adreno
corticotrophic hormone) ainsi que la
B-endorphine. La production d’o.-MSH
est spécifique des tissus cutanés et est
observée dans les kératinocytes et dans
les mélanocytes, notamment apres
exposition UV [1]. Une fois produite et
sécrétée, I'oL-MSH se fixe au récepteur
membranaire MCIR (mélanocortine
récepteur 1) présent & la surface des
mélanocytes. MCIR active la protéine
kinase A, conduisant a la production
accrue d’AMPc (adénosyl monophos-
phate cyclique) puis a I’activation de
facteurs de transcription spécifiques
contrélant la synthese des mélanines.
Ces dernieres sont ensuite distribuées
aux kératinocytes qui se trouvent ainsi
protégés. Toutefois, la mécanistique
de cette régulation restait assez mal
caractérisée jusqu’a la publication de
D. Fisher. Les observations de D. Fisher
partent d’une analyse in silico des
régions de I’ADN génomique impliquées
dans la régulation de la transcription du

geéne POMC. Ces analyses ont révélé une
séquence d’ADN régulatrice fonction-
nelle, cible de la protéine suppresseur
de tumeur P53. De plus, les travaux
montrent que la transcription de POMC
(et donc la production d’a-MSH) est
dépendante de la stabilisation de P53
aprés un stress génotoxique et qu’elle
est quantitativement beaucoup plus
importante dans les kératinocytes que
dans les mélanocytes. L'invalidation
du géne P53 chez la souris (souris p53~
/) abolit Paugmentation du transcrit
POMC apres UV et, de fait, le bronzage
(limité aux oreilles chez la souris). Ces
données suggerent que la régulation
de la pigmentation cutanée aprés UV
fait 'objet d’interactions cellulaires
étroites entre les kératinocytes et les
mélanocytes. Cette hypothese est sou-
tenue par le fait que, dans I’épiderme
humain, un mélanocyte interagit avec
environ 35 kératinocytes pour former
une «unité de mélanogenese ». La
capacité de pigmentation de ces uni-
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Figure 1. A. Coupe de peau humaine a forte pigmentation. 'épiderme est en majeure partie com-

posé de kératinocytes. M indique un mélanocyte situé dans la couche basale de I’épiderme (CB).

CS: couches spineuses ; CG: couches granuleuses; CC: couches cornées. Le derme sous-jacent, et

I’épiderme superficiel sont indiqués. B. L’exposition aux ultraviolets conduit a la stabilisation de P53

(tétramere) qui va alors activer la transcription du géne POMC. Le peptide précurseur POMC subit

une maturation pour produire les peptides ot-MSH, ACTH, et B-endorphine. Lal-MSH sécrétée en

plus grande partie par les kératinocytes se fixe au récepteur MCLR, ce qui conduit a 'augmentation

du niveau d’AMPc et & 'activation du facteur de transcription MITF (microphtalmia associated

transcription factor) qui va activer la transcription du géne de la tyrosinase, ce qui conduit & la pro-

duction de mélanines (granules de deux types). Ces granules sont distribués aux kératinocytes par

Pintermédiaire des dendrites mélanocytaires. La sécrétion de la 3-endorphine dans la circulation

sanguine pourrait contribuer a la recherche de bien-étre procuré par 'exposition solaire.
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tés apparaft donc étroitement liée a
la réponse des kératinocytes aux UV.
Dans les mélanocytes, il a été montré
que la transcription du géne codant
pour I’enzyme clé de la mélanogenese
(la tyrosinase) est aussi stimulée par
PPexposition aux UV [13]. Dans ce cas,
la réponse transcriptionnelle est plus
lente que pour POMC, et résulte proba-
blement d’un mécanisme de régulation
indirect.

Les aspects physiopathologiques de la
régulation de la production d’a-MSH
par P53 ont été abordés de fagon tres
intéressante par I’équipe de D. Fisher
au travers de I'analyse du statut de
P53 dans des carcinomes basocellu-
laires pigmentés ou non pigmentés.
Toutes les tumeurs non pigmentées
étudiées présentaient au moins une
mutation de P53 alors que les tumeurs
pigmentées étaient systématiquement
normales pour P53. Ces observations
suggerent que la stabilisation consti-
tutive de P53 sauvage, déja décrite
dans certaines tumeurs humaines
[14], conduit, via la sécrétion de o-
MSH, au recrutement des mélanocytes
environnants. Ce mécanisme pourrait
limiter I'instabilité génétique décrite
dans les tumeurs en 'absence d’une
protéine P53 fonctionnelle.

Ces travaux suggérent aussi que la
capacité de P53 a activer la trans-
cription du gene POMC est liée au
potentiel de pigmentation individuel.
Ainsi, le variant P53 72Pro qui est un
activateur de la transcription plus
puissant que la forme plus répandue
P53 72Arg pourrait étre plus favo-
rable a la pigmentation UV-induite.
Toutefois, il ne semble pas exister de
corrélation entre le polymorphisme
P53 72Pro et I'incidence des cancers
d’origine kératinocytaire [15].

Conclusions

La découverte du rdle direct de la sta-
bilisation de P53 dans la pigmentation
pourrait susciter des recherches phar-
macologiques visant a joindre [utile
a l'agréable: protection du génome



et bronzage. LUétude publiée montre
notamment que P53 stabilisée stimule
I’expression de I’ensemble du complexe
POMC, ce qui aboutit a la sécrétion du
peptide opiacé B-endorphine et peut-
€tre au bien-€tre naturel qui accompa-
gne I’exposition au soleil (sun seeking
behavior). Manipuler I’expression de
POMC est donc une hypothése sédui-
sante, mais elle est, bien entendu, a
envisager avec précaution. ¢
Suntanning and p53
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A la recherche

des capteurs mécaniques
moléculaires de la cellule

Nicolas Desprat, Emmanuel Farge

>De I’échelle tissulaire a I’échelle
moléculaire, I'activation des voies de
transduction d’un signal mécanique
tend a devenir un champ de recherche
aujourd’hui incontournable. Ce domaine
a connu un essor particulier au cours
des années 1990 lors de la publica-
tion des premiers travaux ayant permis
de montrer I'existence de genes dont
une région promotrice est mécanosensi-
ble (shear stress responsive elements),
comme PDGF-B (platelet-derived growth
factor B), surexprimé en réponse aux flux
hémodynamiques baignant les cellules
endothéliales vasculaires [1].

Genes mécanosensibles

Les premiers genes mécanosensi-
bles découverts ont été des genes de
«réponse a un stress mécanique », au
sens ou ils fonctionnent de maniére a
adapter la structure du tissu @ son envi-
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ronnement mécanique, par exemple en le
renforcant par le déclenchement de divi-
sions cellulaires, ou par I'expression de
protéines composants le cytosquelette
[2, 3]. Dans ce cadre, on a mis en évi-
dence qu’un certain nombre de facteurs
de transcription, dont NF-kB, étaient
sensibles aux contraintes mécaniques,
dans ce cas leur translocation nucléaire
est induite mécaniquement [4].

Si I’activation mécanique de voies de
signalisation peut donc mener parfois
jusqu’a la transcription de génes, il
doit exister, au cours du processus,
une étape permettant de convertir un
signal mécanique en signal biochimi-
que : la mécanotransduction. Lidenti-
fication de capteurs et transducteurs
mécaniques moléculaires de la cellule
constitue aujourd’hui 'une des gran-
des questions suscitées par ce champ
d’investigation.

Certains mécanismes sont connus:
ainsi les déformations membranai-
res peuvent entrainer I"ouverture de
canaux ioniques [5], permettant ainsi
de modifier la concentration calcique a
I’intérieur du cytoplasme, ou la modu-
lation mécanique de I’internalisation
cellulaire par endocytose de protéi-
nes-signal modulant en aval I'acti-
vation de voies de signalisation [6].
D’autres commencent a €tre évoqués
comme le changement de conforma-
tion mécanique direct d’une protéine,
transmembranaire ou non, déclenchant
I’initiation d’une voie de signalisation
[7]. Dans ce cas, la transduction du
signal mécanique s’effectue directe-
ment au niveau de la protéine par un
changement de son activité enzymati-
que. Mais la recherche expérimentale
de tels capteurs reste plus que jamais
une question d’actualité.
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Activation de P130Cas

par les déformations cellulaires
Yasuhiro Sawada, Michael Sheetz et leurs
collaborateurs ont publié récemment
dans la revue Cell une série d’expérien-
ces indiquant que la protéine pl30Cas
est directement activable en réponse
aux déformations que subit la cellule
[8]. pl30Cas appartient a la famille
des substrats de la kinase Src qui inter-
vient au niveau des complexes focaux
d’adhésion. €n attachant in vitro la par-
tie substrat (CasSD) de p130Cas & des
membranes déformables en latex, les
auteurs ont pu mettre en évidence que
le niveau de phosphorylation du domaine
substrat CasSD était corrélé au niveau
d’extension de la molécule. Le niveau
d’extension a été mesuré par échange
de domaine amino-terminal de la YFP
(yellow fluorescent protein) insérées
entre les deux extrémités de CasSD bioti-
nylée. Le niveau de phosphorylation a été
mesuré a 'aide d’anticorps pCAs-165 et
pCas-410 reconnaissant les sites spécifi-
ques de phosphorylation de CasSD.
Ensuite, des expériences ex vivo de mar-
quage immunofluorescent montrent que
I"anticorps pCas-165 se localise dans
la cellule aux endroits ou pl30Cas est

dépliée (forme allongée reconnue par
P’anticorps spécifique o.Casl). Enfin, le
silencing de Cas réduit "activité de Rapl
qui est connue pour étre dépendante
de I’étirement cellulaire. Les auteurs en
concluent que pl30Cas est un senseur
mécanique primaire, dont la confor-
mation mécaniquement étirée favorise
I’activation par Src, sans que Src ne soit
mécaniquement activé.

L'observation in vitro de I'activation
mécanique directe d’une protéine était
une étape attendue dans le domaine, et
prouve aujourd’hui concrétement I"exis-
tence de capteurs mécaniques molé-
culaires, véritables transducteurs de
signaux de nature physique en signaux de
nature biochimique. A Pinterface entre
les propriétés physiques macroscopiques
du vivant, et les propriétés biochimi-
ques des molécules, ces capteurs jouent
probablement un réle clé dans I'inte-
raction et le couplage réciproque entre
le phénotype mécanique des tissus et
cellules (forme cellulaire, morphogenése
pluricellulaire, flux hydrodynamiques)
et I’état d’expression ou d’activation
du génome et du protéome (fonction
physiologique, différenciation cellulaire,
organisation tissulaire) [9].

3 Elongation de Cas :
phosphorylation par Src
et activation de Rapl

2 Force

".. %
".. o

Matrice
extracellulaire

Figure 1. Activation mécanique de la phosphorylation de la protéine du complexe d’adhérence

1 Cellule étirée

focale Cas par Src en réponse a son étirement mécanique local, induisant I'activation de Rapl.

SH3: domaine amino-terminal de Cas; FAK: focal adhesion kinase ; SB: domaine de p130Cas;

(3G : guanine nucleotide exchange factor (se lie a p130Cas) ; SFK : Src family kinases.
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Interrogations

’étude de ce couplage mécano-biochi-
mique reste pour autant un domaine ot
subsistent beaucoup de questions. Se
pose tout d’abord celle de la spécificité
des réponses protéiques aux contrain-
tes mécaniques. En effet, si les auteurs
trouvent que, dans les cellules humaines
embryonnaires de rein, p130Cas est acti-
vable mécaniquement sans activation
de Src, d’autres ont récemment observé
une réponse mécaniquement induite de
Src dans des fibroblastes d’embryons de
souris [10]. Il y a donc fort a parier que,
en fonction du contexte cellulaire, nom-
bre de protéines sont mécaniquement
activables, dans la mesure ou elles sont
susceptibles de changer de conforma-
tion en interagissant mécaniquement
avec une structure de la cellule (mem-
brane, cytosquelette, jonctions cellu-
laires). Une réponse aussi globale et
non spécifique pourrait peut-étre pré-
cisément étre la condition permettant
au génome ou protéome de distinguer
la nature mécanique du signal recu de
la nature biochimique d’autres signaux
spécifiques. Mais comment imaginer la
possibilité de réponse spécifique de la
cellule a de telles activations non spé-
cifiques ? La solution réside peut-étre
dans le fait que la contrainte mécanique
seule ne permet pas une réponse fonc-
tionnelle, et doit toujours étre doublée
d’un effecteur biochimique spécifique,
rendant ou non la cellule compétente
pour répondre, c’est-a-dire filtrant le
signal mécanique. Ici, la présence de
Src est bien requise pour la réponse de
pl30Cas. Dans d’autres cas, la présence
de ligands spécifiques est requise [6].
'autre interrogation reste la fonction
physiologique associée a de tels pro-
cessus de signalisation mécanique, in
vivo. Au-dela des réponses a un stress
hydrodynamique, le réle des flux hémo-
dynamiques dans les processus d’orga-
nogenése est connu depuis longtemps,
mais reste a les disséquer sur le plan
moléculaire [11, 12]. Par ailleurs la
mise en évidence, au cours du déve-
loppement embryonnaire précoce, de



processus d’induction mécanique d’ex-
pression de génes du développement par
les mouvements morphogénétiques pose
la question de I’existence d’un contrdle-
qualité de I'état de I’élaboration de la
morphologie physique de I’embryon par
le génome, maitre d’ceuvre du déve-
loppement embryonnaire [9]. Il se peut
méme que les signaux mécaniques faci-
litent une communication rapide et de
longue portée entre domaines de diffé-
renciation distants. Enfin, I'importance
grandissante des signaux mécaniques
dans la régulation de processus embryo-
génétiques ou organogénétiques pose
nécessairement la question de leur rdle
potentiel dans la dérégulation des pro-

cessus morphogénétiques, conduisant a
des développements pathologiques. ¢

In search of the molecular
mechano-transductors of the cell
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Quand la lumiere
controle Pactivité neuronale
et le comportement

Laurent Groc, Daniel Choquet

«Si l’on pouvait regarder a travers la voite
crdnienne et si la zone a excitabilité optima

était éclairée, on découvrirait sur un étre pensant
le déplacement incessant de ce point lumineux »

Ivan Petrovitch Pavlov, 1927

>Parmi les réves qui foisonnent dans
la téte des neuroscientifiques figure en
bonne place celui d’observer le fonc-
tionnement du cerveau, ou encore mieux
de contrdler ’activité des neurones, a
I'aide de lumiere maitrisée. La lumiere
maitrisée en microscopie du vivant est
principalement utilisée comme moyen
d’observation [1], depuis la morpho-
logie générale des neurones jusqu’au
mouvement de protéines uniques [2]. Le
tour de force technologique de I’équipe
de K. Deisselroth, publié dans la revue
Nature [3], montre que I'association
d’approches de biologie moléculaire et
d’optique permet de moduler Iactivité
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neuronale, et par la méme le compor-
tement d’organismes vivants. Quand le
réve devient lumiere !

Comment activer ou inhiber
rapidement un ensemble

de neurones avec de la lumiére ?

La question peut sembler simple, mais
chaque mot cache une difficulté expé-
rimentale de taille. Les neurones sont
des cellules excitables qui regoivent et
émettent des informations. Leur exci-
tation ou inhibition dépend en grande
partie de I'activation de récepteurs
par des neuromédiateurs ou des varia-
tions du potentiel membranaire. Le
principal neuromédiateur excitateur
du cerveau est le glutamate. Lorsque
du glutamate est libéré par un neu-
rone au niveau d’une synapse (zone de
connexion entre neurones), il active les
récepteurs glutamatergiques présents
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dans la membrane du neurone opposé,
ce qui entraine une dépolarisation du
neurone et possiblement la génération
de potentiels d’action. Afin de contro-
ler activité d’un neurone ou d’une
synapse particuliere, une des approches
développées au cours de la derniere
décennie a consisté a bloquer Iactivité
des molécules de glutamate a 'aide de
cages chimiques sensibles a la lumiére
[4]. Lors d’une stimulation lumineuse
dans Pultraviolet, la cage se défait,
le glutamate est libéré, les récepteurs
glutamatergiques sont activés, et le
neurone excité. Cette approche permet
donc d’activer un neurone, mais peut
poser probléeme lorsque I’expérimenta-
teur cherche a contréler 'activité d’un
ensemble de neurones. Entre autres,
cela nécessite la libération de gluta-
mate dans un grand volume contenant
les neurones d’intérét, et entraine une
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activation massive, et excessive, de
tous les récepteurs glutamatergiques
membranaires. Or, cette situation est
représentative d’un état pathologique
observé, par exemple, lors d’accidents
cérébraux vasculaires. Il fallait donc
trouver une alternative a Iutilisation
de neurotransmetteurs «encagés »,
qu’ils soient excitateurs ou inhibiteurs,
pour activer des ensembles neuronaux.

Cest de la diversité des organismes
vivants qu’une solution a émergé

€n effet, il existe des récepteurs qui s’ac-
tivent apres stimulation lumineuse. Par
exemple, les récepteurs rhodopsine sont
présents dans la rétine, le phytochrome
des plantes, et dans des cellules proca-
ryotes. Le canal membranaire rhodop-
sine-2 (ChR2), qui est exprimé chez 'al-
gue Chlamydomonas reinhardtii, répond a

Virus contenant I’ADN de

w —

NpHR

x — ¥

+ NpHR

*—b

%ﬁ I I I

Déplacement (nage)
d’un ver nématode
exprimant les genes de
ChR2 et NpHR

Allongement du corps

Contraction

apres stimulation du corps
lumineuse apres stimulation
lumineuse

Figure 1. Modulation de ’activité neuronale par la [umiére. A. 'infection de neurones par des virus

contenant I’ADN de ChR2 (bleu) et NpHR (orange) permet I'expression de ces canaux au niveau de la

membrane plasmique des neurones. U'activation transitoire et réversible de ces canaux par un fais-

ceau lumineux dont la longueur d’onde est précisément choisie permet soit I’excitation (ChR2, bleu),

soit inhibition (NpHR, orange) du neurone. Uexpression des deux types de canaux au sein du méme

neurone permet de contrdler a la fois I'excitation et I'inhibition du neurone. B. Le développement

de vers nématodes transgéniques exprimant les canaux ChR2 (vers bleus) et NpHR (vers oranges)

au sein de muscles locomoteurs, ou de neurones innervant ces muscles locomoteurs, permet un

contrdle instantané et réversible du comportement du ver a la suite de I'illumination de I'animal.
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ces caractéristiques puisque, en présence
du co-agoniste nécessaire rétinoide, une
stimulation lumineuse produit un flux de
cations (ions chargés positivement) a
travers le canal [5]. De telles propriétés
ont fait de ChR2 une protéine de choix
pour pouvoir moduler le potentiel de
membrane et donc I'activation de neu-
rones. ChR2 n’étant pas exprimé dans
les neurones, Zhang et al. [3] ont utilisé
des lentivirus contenant I’ADNc codant
ChR2 pour infecter et exprimer ChR2 dans
les neurones d'intérét [6,7] (Figure 14).
Cette étape, qui pourrait apparaitre a
premiére vue contraignante, s’avere
en fait présenter un double avantage.
Premiérement, elle permet de cibler, si
besoin est, une population neuronale
spécifique, telle ou telle partie du cer-
veau par exemple. Deuxiemement, un
rapporteur fluorescent introduit dans la
construction ADN permet de visualiser
les neurones infectés par ChR2, et donc
excitables par un faisceau lumineux. Les
neurones exprimant le ChR2 répondent a
une stimulation lumineuse de trés courte
durée (~15ms) par une dépolarisation
membranaire (potentiel plus positif) et
la genese d’un potentiel d’action. Lef-
fet excitateur est immédiat, et surtout
réversible puisque 'arrét de Iillumination
conduit a un retour instantané au poten-
tiel membranaire d’origine (Figure 1A).
Nous sommes donc en présence de neuro-
nes répondant de fagon réversible et tres
rapide a une stimulation lumineuse par
une décharge de potentiel d’action.

Au regard de la question d’origine, a
savoir comment activer ou inhiber rapi-
dement un ensemble de neurones avec
de la lumiere, subsiste donc le probleme
de Pinhibition des réseaux neuronaux.
Question d’autant plus importante que
les neurones en culture, ou a fortiori
dans un animal vivant, sont actifs spon-
tanément et que le seul moyen d’agir
sur ces patrons d’activité spontanée est
d’inhiber le neurone. En d’autres termes,
induire 5 potentiels d’actions/minute
dans un neurone qui en décharge spon-
tanément 100 par minute aura peu d’ef-
fet et sera peu informatif.



Le grand catalogue de constructions
moléculaires présentes dans la nature
a encore apporté une solution. Zhang
et al. ont utilisé une halorhodopsine
(NpHR) provenant du mico-organisme
procaryote Natronomas pharaonis, et
qui fonctionne comme pompe au chlore
(ion chargé négativement) dont I'ac-
tivité est dépendante de la lumiére. A
I’inverse du canal ChR2, P'activation du
NpHR par la lumiere induit une hyperpo-
larisation membranaire (potentiel plus
négatif). La méme stratégie d’infection
virale, avec cette fois NpHR, a permis de
montrer qu’une stimulation lumineuse
des neurones contenant NpHR produit
une inhibition rapide et réversible du
neurone (Figure 1A).

L’excitation et I'inhibition d’un neu-
rone peuvent alors étre controlées par
I’expérimentateur. Un méme neurone
peut-il cependant étre excité et inhibé
séquentiellement puisque les deux pro-
cessus nécessitent une méme stimu-
lation lumineuse ? La réponse est oui.
Cest grace a la différence des spectres
d’excitation du ChR2 et du NpHR que
cela est possible. €n effet, le ChR2 est
principalement activé par une lumiére
bleue (longueur d’onde ~ 460 nm) tandis
que le NpHR est principalement activé
par une lumiére jaune (longueur d’onde
~ 580 nm) (Figure 1A).
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Quid de Putilisation de ces systemes

de contrdle d’activité neuronale

dans un cerveau d’animal actif ?

Afin de répondre a cette question primor-
diale, les auteurs ont notamment testé
leurs systemes dans un organisme entier et
vivant, le ver Caenorhabditis elegans. Pour
ce faire, des vers transgéniques exprimant
a la fois ChR2 et NpHR dans des sous-types
cellulaires précis ont été développés. L'ex-
pression des canaux au niveau de muscles
locomoteurs ou de neurones cholinergiques
impliqués dans la contraction musculaire
permet alors le contrble instantané et
réversible du mouvement ondulatoire du
ver (Figure 1B). €n d’autres termes, I’exci-
tation ou Pinhibition de neurones du sys-
téme nerveux intact d’un animal vivant et
libre de ses mouvements peut étre modulée
par I’expérimentateur en fonction du type
de lumiére envoyée.

L'utilisation de cette nouvelle technologie
permet donc de contrdler précisément la
fréquence de décharge d’un neurone (délai
de moins de quelques millisecondes) et
possede une grande reproductibilité dans
Iinduction de trains de potentiels d’action
(plus de 98 %). De plus, I'expression de ces
canaux dans des animaux transgéniques
permet la modulation rapide et réversible
de I'activité de réseaux neuronaux. Les
perspectives d’une telle prouesse techno-
logique sont presque aussi vastes que I’en-

> Depuis 20 ans, grace a m/s, vous vivez
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semble des fonctions du systéme nerveux,
fusse-t-il celui d’un ver. Lutilisation de ces
outils d’optique et de génétique permettra,
a n’en pas douter, de disséquer le fonction-
nement de nombreux réseaux neuronaux
lors de taches comportementales comple-
xes, comme le systéme olfactif de cerveaux
de rats [8].

Quand le réve des neuroscientifiques se
rapproche de la lumiére ! ¢

Optical control

of neuronal network activity
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Culture du virus

de hépatite C, enfin !

Florence Legrand-Abravanel, Jacques Izopet

>Aprés la découverte du virus de
I’hépatite C (VHC) en 1989, il a fallu
attendre 16 ans pour disposer d’un
systeme permettant la propagation
du virus et la production de particules
virales in vitro. La premiere étape fut
la génération de réplicons subgénomi-
ques. Cependant, ce systéme n’abou-
tissait pas a la production de virions
infectieux et permettait uniquement
I’étude de la phase intracellulaire du
cycle réplicatif. Uidentification d’une
souche particuliere qui, pour des rai-
sons encore inconnues, se répliquait
a un niveau élevé dans des lignées
hépatocytaires humaines a constitué
une avancée décisive. Ce nouveau sys-
teme permet a présent I’étude du cycle
cellulaire du VHC, élément essentiel
pour le développement de nouveaux
antiviraux.

Le VHC infecte 170 millions d’individus
dans le monde et représente I'un des
agents principaux de maladie chro-
nique du foie. Six génotypes et de
nombreux sous-types ont été décrits.
Cette variabilité a des conséquences
thérapeutiques puisque les différents
génotypes ne présentent pas la méme
sensibilité au traitement [1]. Comme
les autres Flaviviridae, le VHC est un
virus enveloppé et est constitué d’un
génome a ARN simple brin de polarité
positive (Figure 1A). Sa biologie restait
mal connue car le chimpanzé était le
seul modele animal et aucun modéle
de culture cellulaire ne permettait un
cycle réplicatif complet.

Différentes stratégies ont été succes-
sivement développées. Par analogie
aux travaux réalisés sur le poliovi-
rus, des constructions subgénomiques
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composées seulement des genes non
structuraux du VHC ont été réalisées
(Figure 1B) et leur transfection dans
la lignée d’hépatome humain Huh-7
a permis une réplication autonome
[2]. D’autres travaux ont confirmé ces
résultats et ont montré qu’un niveau
élevé de réplication était lié d’une
part a des mutations adaptatives
localisées dans les régions NS3 et
NS5A, et d’autre part a I’existence de
clones cellulaires hautement permis-
sifs: Huh-7.5 et Huh-7 Lunet [3]. Ces
éléments ont permis la construction
de réplicons du VHC comportant le
génome entier, mais aucun réplicon
génomique ne permettait la produc-
tion de particules virales infectieu-
ses. De plus, il a été montré que les
mutations adaptatives favorisant la
multiplication in vitro étaient en fait
déléteres pour I'infectiosité in vivo
chez le chimpanzé [4].

’année 2005 aura été déterminante
pour la mise au point d’un systéme
cellulaire permettant de reproduire
un cycle infectieux complet du VHC
in vitro. Une étape essentielle fut la
construction d’un clone consensus de
génotype 2a, isolé d’un patient japo-
nais présentant une hépatite fulmi-
nante, forme clinique exceptionnelle
dans les hépatites C. Ce clone fut
appelé JFH1. Un réplicon subgénomi-
que de JFH1 présentait des niveaux de
réplication plus élevés que les pré-
cédents, sans mutation adaptative
[5]. Point crucial, la transfection du
génome complet de JFH1 dans les cel-
lules Huh-7 a permis la production de
particules virales infectieuses dont
I'infectiosité a été démontrée a la

fois sur des lignées hépatocytaires
et chez le chimpanzé [6]. Une autre
innovation de ce systéeme fut la pos-
sibilité d’accroftre les titres du virus
JFH1 en utilisant des cellules traitées
par de I’interféron-y [7]. Les cellules
Huh7.5 semblent constituer le sys-
teme le plus favorable a la production
virale in vitro. Ces cellules présen-
tent une mutation dans le gene RIG-I,
conduisant a I'inactivation des répon-
ses immunes innées antivirale [8]. La
culture d’un virus de génotype la a
pu étre réalisée mais la production de
virus infectieux était inférieure a celle
de la souche JFH1 [9].

La production de particules virales
infectieuses a partir d’un génome VHC
chimere résultant du remplacement
des genes C, €1, €2 et NS2 de JFHI par
la séquence correspondante du virus Jé
(génotype 2a) a été également décrite
(Figure 1C) [10]. Ce virus chimére est
infectieux chez le chimpanzé et apres
passage chez cet animal le virus reste
infectieux en culture cellulaire [11]. De
plus, la réplication est inhibée par I’in-
terféron-au et les titres viraux obtenus
avec ce virus chimeére sont plus élevés
qu’avec JFH1. Les génes structuraux de
JFH1 semblent donc présenter une plus
faible capacité intrinseque d’assem-
blage et/ou de libération du virus. Cette
hypothese est étayée par une étude
récente ol la production en culture
de virus chimeres intergénotypiques
et intragénotypiques a été comparée
a celle de JFH1 (Figure ID) [12]. Les
titres les plus élevés ont été obtenus
avec le recombinant J6-JFH1. ’étude de
ces virus chiméres a permis récemment
I’identification de déterminants essen-



tiels a la production de virus in vitro
[13]. Afin de produire en culture des
virus de différents génotypes, d’autres
constructions comportant I’ADN com-
plémentaire du VHC flanqué par des
structures ribozymes ont été réalisées
mais les niveaux de réplication restent
cependant faibles [14]. Il est inté-
ressant de noter que les rares virus
recombinants décrits in vivo chez des
patients chroniquement infectés pré-
sentent un point de cassure localisé a
la jonction NS2-NS3 et sont constitués
des génes structuraux de génotype 2
[15-17].

Le modéle de culture cellulaire du VHC
avec la souche JFH1 constitue donc un
événement majeur permettant I"étude
in vitro du cycle viral dans son ensemble
et la confirmation des données établies
précédemment a partir d’autres modeéles.
Ce systéme a récemment contribué a
la caractérisation d’un nouveau récep-
teur impliqué dans I’entrée du VHC: la
claudine-1 [18]. Cependant, malgré tout
I’intérét de la culture conventionnelle
pour I’analyse détaillée de la biologie du
VHC, les études concernent principale-
ment le génotype 2a ou des constructions
dérivées de ce génotype. Le dévelop-
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pement de génomes chimériques, com-
portant les éléments structuraux et non
structuraux de ’ensemble des génotypes,
reste un enjeu essentiel. ¢

A new system for the culture

of hepatitis C virus

REFERENCES

1. Zein NN. Clinical significance of hepatitis C virus
genotypes. Clin Microbiol Rev 2000 ; 13 : 223-35.

. Lohmann V, Korner F, Koch J, et al. Replication of
subgenomic hepatitis C virus RNAs in a hepatoma cell
line. Science 1999 ; 285: 110-3.

. Blight KJ, McKeating JA, Marcotrigiano J, Rice CM.
Efficient replication of hepatitis C virus genotype la
RNAs in cell culture. J Virol 2003 ; 77 : 3181-90.

. Bukh J, Pietschmann T, Lohmann V, et al. Mutations
that permit efficient replication of hepatitis C virus
RNA in Huh-7 cells prevent productive replication in
chimpanzees. Proc Natl Acad Sci USA 2002 ;

99 :14416-21.

. Kato T, Date T, Miyamoto M, et al. Efficient replication
of the genotype 2a hepatitis C virus subgenomic
replicon. Gastroenterology 2003 ; 125: 1808-17.

. Wakita T, Pietschmann T, Kato T, et al. Production of
infectious hepatitis C virus in tissue culture from a
cloned viral genome. Nat Med 2005; 11: 791-6.

7. Zhong J, Gastaminza P, Cheng G, et al. Robust
hepatitis C virus infection in vitro. Proc Natl Acad Sci
USA 2005;102: 9294-9.

. Sumpter R Jr, Loo YM, Foy € Jr, et al. Regulating
intracellular antiviral defense and permissiveness to
hepatitis C virus RNA replication through a cellular
RNA helicase, RIG-1. J Virol 2005; 79 : 2689-99.

. Yi M, Villanueva RA, Thomas DL, et al. Production of
infectious genotype la hepatitis C virus (Hutchinson
strain) in cultured human hepatoma cells. Proc Nat!
Acad Sci USA 2006 ; 103 : 2310-5.

10. Lindenbach BD, Evans M), Syder AJ, et al. Complete
replication of hepatitis C virus in cell culture. Science
2005; 309 : 623-6.

11. Lindenbach BD, Meuleman P, Ploss A, et al. Cell
culture-grown hepatitis C virus is infectious in vivo
and can be recultured in vitro. Proc Natl Acad Sci USA
2006; 103 : 3805-9.

12. Pietschmann T, Kaul A, Koutsoudakis G, et al.

n

(7]

&~

2]

o

o

Figure 1. Organisation du génome du virus de ’hépatite C et structure des réplicons ou des géno-
mes infectieux. A. Représentation schématique du génome viral. La fonction des protéines clivées
est indiquée. C est la protéine de capside, €1 et €2 sont les glycoprotéines d’enveloppe, p7 forme
un canal ionique impliqué dans la réplication du virus, NS2 est une cystéine protéase, NS3 forme
un complexe stable avec NS4A créant une sérine protéase alors que son domaine carboxy-ter-
minal contient une activité de phosphatase des nucléotides et une activité hélicase. NS4B peut
induire la formation de vésicules intracellulaires servant de support a la réplication du virus. La
phosphoprotéine NS5A est un co-facteur de réplication. NS5B est I’ARN polymérase dépendante
de I’ARN. B. Structure des réplicons subgénomiques. La traduction du géne neo (conférant la
résistance a G418) est sous la dépendance de I'IRES du HCV alors que les autres protéines sont
sous la dépendance du site d’entrée dans le ribosome (internal ribosomal entry site, IRES)
du virus de I’encéphalomyocardite (EMCV). C. Représentation schématique du virus chimére
construit par Lindenbach et al. La région comprise entre le gene de capside et NS2 est dérivée
de la souche J6 (génotype 2a), les autres régions du génome appartiennent a la souche JFH1
(génotype 2a). D. Représentation schématique des virus chiméres construits par Pietschmann
et al. Les fragments génomiques ont été fusionnés immédiatement aprés le premier domaine

transmembranaire de NS2.
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Implication

de la voie des microARN
dans la réplication du VIH-1

Robinson Triboulet, Monsef Benkirane

> Les microARN (miARN) sont des petits
ARN simple-brin de 19-25 nucléotides
qui régulent I'expression des genes chez
les organismes eucaryotes [1]. Ils sont
exprimés a partir de génes codants ou
non-codants sous forme de transcrits
primaires (Figure 1). Ces transcrits, éga-
lement appelés pri-miARN, subissent
deux étapes de clivage: I'une est réali-
sée dans le noyau par une RNase appelée
Drosha, qui génere des miARN précur-
seurs, ou pré-miARN, qui sont exportés
dans le cytoplasme par I'intermédiaire
de I’exportine 5; I'autre est réalisée
dans le cytoplasme par une autre RNase
appelée Dicer, qui engendre des ARN
double-brin de miARN a partir des pré-
miARN. Les ARN double-brin s’associent
a un complexe multi-protéique appelé

RISC (RNA-induced silencing complex),
au sein duquel 'un des brins est dégradé,
tandis que "autre sert de guide au com-
plexe pour cibler des ARN messagers
(ARNm) et bloquer leur traduction et/ou
les déstabiliser par un mécanisme encore
mal compris. Un miARN peut cibler un
ARNm par le jeu d’un appariement de
bases avec une ou plusieurs séquences
présentes dans sa région 3’ non-traduite.
Or, la complémentarité entre un miARN
et sa cible est souvent imparfaite, ren-
dant difficile I'identification et I"étude
des cibles des miARN. Malgré cela, plu-
sieurs travaux ont montré que les miARN
peuvent réguler de nombreuses voies
biologiques au cours du développement,
de la différenciation ou de I"apoptose
cellulaire par exemple.
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artificiels
> - SIARN
ARNm

IL Genes

l de miARN

Dégradation des ARNm cibles

Pri-miARN Pré-miARN Pré-miARN double brin

i E E de m|ARN
) —_ e miARN
ARNm
| Drosha ” Exportine 5 ” Dicer | | RISC | Répression de la traduction

ou dégradation
des ARNm cibles

Figure 1. Voie de synthése et d’action des miARN. Les miARN (représentés en rouge) sont trans-

crits dans le noyau, clivés par Drosha, exportés dans le cytoplasme, puis clivés par Dicer avant

de servir de guide pour cibler des ARNm et bloquer leur traduction ou les dégrader. Les siARN

(représentés en vert) sont apportés de facon artificielle dans les cellules pour cibler et dégrader

spécifiquement des ARNm.
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Le cycle réplicatif de certains virus est éga-
lement soumis & des régulations par les
miARN [2]. UARN du virus foamy et celui
du virus de I’hépatite C sont chacun ciblés
par un miARN cellulaire qui, pour le premier,
réprime sa réplication (il s’agit du miR-32),
et pour le second, la potentialise (il s’agit
dumiR-122, qui est a ce jour le seul exemple
de miARN capable de stimuler la production
d’ARN). analyse des séquences de certains
virus et le clonage systématique des petits
ARN isolés a partir de cellules infectées
ont également révélé I'existence de miARN
viraux. Ces miARN, principalement codés par
des virus a ADN, joueraient un rdle impor-
tant pendant Iinfection, comme en témoi-
gne par exemple le cas du miR-S1 codé par
le virus simien 40 ou celui du miR-LAT codé
par le virus de ’herpés simplex de type |.

Récemment, nous avons montré que I'ex-
pression de miARN cellulaires peut aussi
étre soumise a des régulations par des virus
[3]. Lanalyse du profil d’expression des
miARN cellulaires au cours de I'infection
par le virus de 'immunodéficience de type
[, ou VIH-1, a montré que plusieurs miARN
sont régulés: 6 miARN sont significati-
vement diminués, et 11 sont augmentés.
Dans quel but le VIH-1 altére-t-il de fagon
spécifique I'expression de ces miARN?
Certains résultats laissent penser que cela
permettrait au VIH-1 de moduler I'ex-
pression de certains genes cellulaires qui
potentialiseraient sa réplication. €n effet,
parmi les 6 miARN diminués, deux miARN
(les miR-17-5p et 20a) sont capables de
cibler PARNm qui code pour PCAF (pCAF,
CREB-binding protein associated factor),
une protéine cellulaire qui joue un rdle
essentiel dans I'activation de Iexpression
des génes du VIH-1 (Figure 2) [4]. PCAF



posséde une activité acétyl-transférase
qui lui permettrait d’acétyler les histones
et de lever la répression chromatinienne
au niveau du promoteur du VIH-1. PCAF
est également un co-activateur essentiel
de la protéine Tat, car I"acétylation de Tat
par PCAF module son activité vis-a-vis du
promoteur [5]. Donc, en diminuant 'ex-
pression de ces 2 miARN, le VIH-1 facilite
I’expression de PCAF et permet ainsi une
activation efficace du promoteur viral.

Comment le VIH-1 régule-t-il I'expres-
sion de ces miARN ? Les 6 miARN dimi-

nués lors de Iinfection sont exprimés
a partir d’un méme pri-miARN, appelé
pri-miR-17/92, qui est localisé dans
I’'un des introns d’un gene dont la fonc-
tion n'est pas connue [6]. Des résultats
indiquent que le VIH-1 pourrait réguler
de fagon négative I'activité du promo-
teur qui contrdle leur expression. Pour
les 11 miARN qui sont augmentés, les
analyses par microarray montrent que
4 ne sont exprimés qu’apres infection
par le VIH-1. Leur expression est donc
manifestement induite en présence du

l VIH-1
miR-17-5p [
et 20a
Ac —
—p Ac
e
Expression VIR-1
des genes du VIH-1
VIH-1

VIH-1

virus. Dans tous les cas, peu d’informa-
tions existent concernant la régulation
de I'expression de ces miARN et il reste
donc a déterminer quels sont les méca-
nismes mis en jeu.

Des observations indiquent clairement que
Dicer et Drosha, les deux RNases impli-
quées dans la biogenése des miARN, répri-
ment la réplication du VIH-1. Cela a pu étre
mis en évidence en utilisant des siARN, des
petits ARN couramment utilisés en labo-
ratoire pour éteindre de fagon spécifique
I’expression des genes, et qui empruntent
pour cela une voie similaire a celle utili-
sée par les miARN (Figure 1). Lutilisation
de siARN capables de bloquer I'expres-
sion de Dicer ou de Drosha s’accompa-
gne d’une augmentation de la cinétique
de réplication du virus dans des cellules
de patients infectés et dans différentes
lignées cellulaires. Ces résultats indiquent
donc que la voie des miARN est inhibitrice
de la réplication du VIH-1. La régulation
de I'expression de PCAF, résultante de la
diminution de I"expression des miR-17-5p
et 20a par le VIH-1, explique en partie
pourquoi ’inhibition de Dicer et Drosha
s’accompagne d’une meilleure réplication
du VIH-1. Mais des observations suggérent
que d’autres cibles cellulaires des miARN
régulés par le VIH-1 pourraient également
étre impliquées. Ainsi, on peut imaginer
que les miARN augmentés par le VIH-1
pourraient cibler des genes antiviraux,
alors que les genes ciblés par les miARN
diminués pourraient étre des genes néces-
saires a la réplication virale, comme dans
exemple de PCAF [7]. Une autre hypo-
these est que certains miARN pourraient
étre régulés dans le cadre d’'un mécanisme
de défense mis en place par la cellule pen-
dant Pinfection. En effet, des études ont
montré que des miARN peuvent étre induits
en réponse a une infection microbienne [8,
9]. Ces miARN n’ont pas été identifiés dans
notre analyse microarray, mais il est fort

Figure 2. Régulation par le VIH-1 de ’expression de PCAF par I’intermédiaire des miR-17-5p et probable que certains miARN soient mis en
jeu de maniere spécifique en fonction du
type de pathogene détecté par la cellule.

Limplication de la voie des miARN dans

le cycle réplicatif du VIH-1 ouvre de nou-

20a. Le VIH-1 bloque I’expression des miR-17-5p et 20a, permettant une meilleure expression de
PCAF. PCAF acétyle (Ac) les nucléosomes (représenté en rose), ce qui permet de lever la répression
chromatinienne au niveau du promoteur du VIH-1. PCAF acétyle également Tat et permet ainsi de
réguler I’activité transcriptionnelle de Tat vis-a-vis du promoteur viral. Ce mécanisme permet une

meilleure expression des génes viraux et favorise la réplication du virus. velles perspectives thérapeutiques. €n
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effet, arriver a réactiver le virus qui est
entré dans une phase de latence répli-
cative représente un enjeu majeur du
traitement du VIH-1 [10]. Lutilisation de
siARN permettant de cibler et de dégrader
des ARNm s’est montrée efficace dans le
traitement de certaines pathologies dans
des modeles animaux, et des essais sont
actuellement réalisés chez I’homme [11].
Aussi, en ciblant par des siARN les ARNm
qui codent pour des protéines essentiel-
les de la voie des miARN, telles que Dicer
ou Drosha, cela permettrait de réactiver
le virus et de procéder a son éradication
par la conjonction de la trithérapie. Par
ailleurs, comprendre comment le VIH-1
régule ces miARN et arriver a caractériser

leurs cibles représentent également des
enjeux déterminants pour mieux com-
prendre les mécanismes de Iinfection par
le VIH-1.0

Interplay between HIV-1 replication
and the microRNA-silencing pathway
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NOUVELLE

Diagnostic prénatal

non invasif de la trisomie 21

Chimeére ou réalité ?

Patrizia Paterlini-Bréchot

> Malgré les progres remarquables de
la médecine moderne, un diagnostic
prénatal fiable de la trisomie 21 est
possible, a I'heure actuelle, uniquement
par des méthodes invasives, notam-
ment "amniocentése et la biopsie des
villosités choriales, qui sont associées
@ un risque non négligeable de fausse-
couche (0,8% a 3% des cas). Depuis
une quinzaine d’années, les chercheurs
ont essayé d’isoler et analyser les cellu-
les feetales rarissimes (environ une par
ml de sang) qui circulent dans le sang
maternel (CFC, circulating fetal cells).
Aprés la publication en 2002 [1] d’une
étude multicentrique américaine rappor-
tant Iisolement d’au moins une cellule
foetale chez seulement 41,4 % des méres,
la recherche des CFC a été abandonnée
par plusieurs groupes de recherche au
profit de I’étude des acides nucléiques
d’origine feetale circulant sous forme
libre dans le plasma. La proportion de

M/Sn° 6-7, vol. 23, juin-juillet 2007

Inserm U807,

5. Bres V, Tagami H, Péloponése JM et al. Differential
acetylation of Tat coordinates its interaction with the
co-activators cyclin T1 and PCAF. EMBO J 2002
21:6811-9.

. Ota A, Tagawa H, Karnan S et al. Identification and
characterization of a novel gene, C130rf25, as a

o

target for 13g31-g32 amplification in malignant
lymphoma. Cancer Res 2004 ; 64 : 3087-95.

. Goff S. Host factors exploited by retroviruses. Nat Rev
Microbiol 2007 ; 5: 253-63.

. Navarro L, Dunoyer P, Jay F et al. A plant miARN
contributes to antibacterial resistance by repressing

~

[

auxin signaling. Science 2006 ; 312 : 436-9.
. Taganov KD, Boldin MP, Chang K] et al. NF-kB-
dependent induction of microRNA miR-146, an

o

inhibitor targeted to signaling proteins of innate
immune responses. Proc Natl Acad Sci USA 2006 ;
103:12481-6.

10. Marcello A. Latency : the hidden HIV-1 challenge.
Retrovirology 2006 ; 3: 7.

11. Kim DH, Rossi J). Strategies for silencing human
disease using RNA interference. Nat Rev Genet 2007 ;
8:173-84.

Faculté de Médecine Necker-Enfants malades,

Université Paris V, 156, rue de Vaugirard, 75015 Paris, France.
paterlini@necker.fr

’ADN feetal dans le plasma (3,4 %) peut
étre augmentée en ajoutant de la for-
maldéhyde au prélevement sanguin. Les
indications actuelles de I’utilisation de
I’ADN feetal concernent la détermina-
tion du sexe feetal et le génotypage
RHD (Rhésus D) [2, 31, qui ciblent des
séquences absentes dans ’ADN mater-
nel. Deux travaux récents ont exploré
la faisabilité de I'utilisation des acides
nucléiques d’origine feetale circulant
sous forme libre dans le plasma pour le
diagnostic d’aneuploidie.

Quantification des transcrits feetaux

Le travail de Dennis Lo et al. [4]
(Figure 1) utilise le génotypage par SNP
(single nucleotide polymorphism) et la
quantification des transcrits du géne
PLAC4 (placenta specific protein 4) situé
sur le chromosome 21, exprimés de fagon
prévalente au niveau du placenta et dont
une proportion passe dans la circulation

[5]. La méthode implique I’extraction
des ARN du plasma, Iamplification par
RT-PCR d’un locus SNP (rs8130833) sur
le chromosome 21 (locus qui n’est infor-
matif que dans 45 % de la population) et
I’analyse quantitative par spectrométrie
de masse des produits d’amplification.
Les auteurs ont défini les variations
du ratio entre les deux alléles quanti-
fiés chez les femmes portant un feetus
euploide et, par comparaison, ont effec-
tué le diagnostic de trisomie 21 quand
ce ratio dépassait ces limites (par excés
quantitatif d’un alléle ou de I"autre). La
méthode a permis de classer correcte-
ment 9 cas sur 10 de trisomie 21 et 55 cas
sur 57 d’euploidie avec une sensibilité de
90 %, une spécificité de 96,5 % et un taux
de faux positifs de 2,98 %.

Cette méthode, qui a pu étre mise au
point actuellement avec un seul mar-
queur (rs8130833), présent sous forme
hétérozygote chez 45 % des sujets, cible



environ la moitié de la population. Si
la combinaison de plusieurs marqueurs
permet son extension, elle pourrait étre
applicable a environ 95 % de la popula-
tion caucasienne.

Techniquement, I’approche est fondée
sur "'amplification quantitative des ARN
placentaires transférés dans le plasma
maternel. Il est donc essentiel que la
proportionnalité quantitative des trans-
crits provenant des deux ou trois alléles
du gene PLAC4 dans le plasma maternel
soit identique a ce qu’elle est dans le
placenta. Si tel est le cas, les transcrits
exprimés par les deux alléles identiques
seront en quantité supérieure a celle des
transcrits issus de I’autre allele dans le
plasma des femmes avec feetus trisomi-
que. Toutefois, de fagon surprenante, la

quantité globale des ARN PLAC4 dans le
plasma des méres avec foetus trisomique
n’était pas supérieure a celle détectée
dans le plasma des femmes dont le
feetus était normal [4]. Il faut donc
imaginer que des problémes relatifs au
nombre de copies des transcrits du géne
exprimés par allele et/ou a leur ampli-
fication et/ou a leur passage dans le
plasma maternel pourraient expliquer ce
résultat et constituer un point critique
pour la mise au point d’une méthode
fiable en prévision de sa diffusion a
large échelle.

Ou quantification d’alléles
des chromosomes 13 et 21
Le travail de R.Dhallan et al. [6]
(Figure 2) cible ’ADN feetal libre dans

A |

Feetus normal

|
| A

locus SNP du gene PLAC4
sur le chromosome 21

T

Feetus trisomique

B Expression des transcrits dans le placenta

C Passage des transcrits du placenta au plasma

G &
3
“a
&
A
o
A
G
&
A

Figure 1. Principe de la méthode utilisée par D. Lo et al. [4]. A. €n cas d’hétérozygotie du locus
SNP (rs8130833) sur le géne PLAC4 (taux d’hétérozygotie dans la population caucasienne: 45%),
le foetus normal a une base différente sur chacun des deux alléles (ici A et G). Chez le foetus
trisomique, il y a duplication d’un alléle. B. €n cas de trisomie 21, les transcrits du géne PLAC4 au
niveau du placenta sont caractérisés par une quantité plus importante de transcrits avec A par
rapport aux transcrits avec G (si le taux de transcription des trois alleles du géne est le méme).
C. Il'y a une réduction du nombre de transcrits PLAC4 du placenta vers le plasma, mais, si la pro-

portionnalité entre transcrits est maintenue, le nombre des transcrits avec A est supérieur a celui

des transcrits avec G.
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le plasma, apres un traitement du sang
avec du formaldéhyde. Les auteurs
détectent ainsi une proportion moyenne
d’ADN feetal de 34 % par rapport a I’ADN
libre maternel. UADN plasmatique du
sang maternel est analysé par ampli-
fication avec des amorces spécifiques
de SNP informatifs ciblant les chromo-
somes 13 et 21. Le produit d’amplifica-
tion, obtenu avec des amorces biotiny-
lées portant un site de restriction, est
capturé sur un support solide par une
liaison avidine-biotine, coupé, marqué
avec des nucléotides fluorescents, et
déposé sur gel de séquence. Le signal
est « pixelisé » et quantifié. Le test est
basé sur le rapport entre Iintensité du
signal de I’allele paternel et celui de
I’allele maternel a la fois pour les SNP du
chromosome 13 et ceux du chromosome
21. Un rapport de 0,333 est attendu en
cas d’euploidie (exemple: 1T/3C) et
de 0,25 (exemple: 1G/4A) en cas de
trisomie 21 (Figure 2). Les auteurs ont
étudié 57 femmes porteuses d’un feetus
euploide et 3 femmes porteuses d’un
foetus ayant une trisomie 21. Cinquante-
six cas normaux ont été identifiés cor-
rectement ainsi que 2 des 3 trisomiques
(sensibilité : 66,7 %, spécificité : 98,2 %,
taux de faux positifs: 1,6 %).

La performance de cette méthode, dont
la sensibilité est inférieure a celle des
tests sérologiques, ne peut pas étre
évaluée en raison du nombre trop faible
des cas avec trisomie 21. 'approche
technique est intéressante, mais il est
clair que sa fiabilité dépend, comme les
auteurs le remarquent, de la proportion
relative de I’ADN feetal par rapport a
’ADN maternel, variable d’un préleve-
ment a autre, et du nombre de SNP
informatifs qui peuvent étre détectés
sur les chromosomes 13 et 21. Il est
intéressant de noter qu’une différence
significative entre les rapports des deux
alleles calculés sur le chromosome 13 et
sur le chromosome 21 n’a été trouvée
que dans trois cas sur les 60 testés [6].
Deux de ces cas ont permis le diagnostic
correct de trisomie 21, le troisieme a
été interprété comme une trisomie 21,
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mais il s’agissait d’un faux positif (le
pourcentage absolu d’ADN feetal était
de 21,7% et le nombre de SNP trouvés
sur les deux chromosomes était bas).
€nfin, un autre cas, pour lequel la pro-
portion d’ADN feetal était de 31,8 % et le
nombre de SNP utilisés plus important, a
été interprété comme normal alors qu’il
s’agissait d’une trisomie 21.

€n pratique...

Ces travaux soulignent les difficultés
auxquelles se heurte 'utilisation des
acides nucléiques feetaux libres dans le
plasma maternel pour la mise au point
d’un diagnostic fiable de trisomie 21. Le
dépistage non invasif, réalisé actuelle-
ment au second trimestre (marqueurs
sériques et analyse échographique de
I’épaisseur de la nuque), a une sensibi-

lité de 82,5 % et un taux de faux positifs
de 5% alors que le dépistage combiné
réalisé au premier et au second trimes-
tre a une sensibilité de 89,7 % et un taux
de faux positifs de 4,2 % [7]. Les limites
des méthodes moléculaires, réalisées a
partir d’échantillons plasmatiques, ne
permettent pas, en I’état actuel, de les
proposer en complément des méthodes
de dépistage actuelles (ce qui condui-
rait @ augmenter les colts sans véritable
avantage diagnostique) ni en rempla-
cement des méthodes diagnostiques
invasives. |l apparait clair que, si les
acides nucléiques feetaux libres dans
le plasma sont d’obtention facile, leur
mélange avec ceux de la mére impose
des développements techniques dont
la reproductibilité et la validation ne
sont pas aisées. Par ailleurs, I'isolement

ADN cellulaire
Mere Pere
Lrl
—
-
=
(&)
B
-
o~
£y
-
(&)
Feetus normal
el
-
)
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alleles sur les chromosomes 21 et 13 au niveau cellulaire. B. Alléles des chromosomes 21 et 13 au
niveau de I’ADN du plasma (mélange d’ADN maternel et feetal). Si le feetus est normal, les rap-
ports des signaux (analyse quantitative) des alléles G et A (1/3 = 0,333) sur le chromosome 21 et
Tet C(1/3=0,333) sur le chromosome 13 sont identiques. Si le feetus est atteint de trisomie 21,

les rapports des signaux (analyse quantitative) des alléles G et A (1/4 = 0,25 ou 2/3 = 0.666) sur

5K KR AR RER-ERE

Feetus normal

ARXAX XX AR

Feetus avec trisomie 21

ADN libre dans le plasma (mélange d’ADN maternel et feetal)

KIEK RISRK - XK

Feetus avec trisomie 21
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Figure 2. Principe de la méthode utilisée par R. Dhallan et al. [6]. A. Exemple de SNP informatif ;

le chromosome 21 et Tet C (1/3 = 0,333) sur le chromosome 13 sont différents.
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par ISET (isolation by size of epithelial
tumor/trophoblastic cells) des cellu-
les trophoblastiques a partir du sang
maternel constitue un espoir tangible
car il permet de réaliser les analyses
génétiques sur de I’ADN feetal pur, non
mélangé a I’ADN maternel [8-10].

La mise au point d’une méthode fiable
et applicable a large échelle de dia-
gnostic prénatal non invasif de la triso-
mie 21 n’est sirement pas une chimere,
mais reste un défi pour la médecine
moderne. ¢

Non invasive prenatal diagnosis

of trisomy 21: dream or reality ?
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NOUVELLE

Les calmars

des grands fonds attaquent avec
des « tentacules de lumiere »

Marcel Koken, Martial Huet, Marie Le Jean

et d’un

coup une petite lumiere au milieu d’un

> Une chaude soirée d’été...

arbuste...

Qui n’a jamais vu ce spectacle du ver
luisant ? Ce «ver», la femelle du sca-
rabée, Lampyris noctulica, émet une
faible lumiére au niveau de son abdo-
men. Depuis la nuit des temps, I"lhomme
s’émerveille de ces étres lumineux. Pour-
tant, ce n'est qu’en 1886 que le méde-
cin lyonnais, Raphaél Dubois, mene les
premiéres expériences pour découvrir le
mécanisme de la «bioluminescence »
[1]. Il trouve que la réaction chimique
a I'origine de cette lumiere implique
seulement trois facteurs: une «lucifé-
rase » (I’enzyme), une «luciférine » (le
substrat) et de I’oxygéne. Cette sim-
ple réaction est retrouvée pour toute
bioluminescence. Moins de 10 luciféri-
nes sont répertoriées actuellement. Ce
nombre réduit de substrats contraste
sérieusement avec la grande diversité
des luciférases [2]. Pour produire de la
lumiére, chaque groupe d’organismes
a, au cours de son évolution, indépen-

Figure 1. T. danae n’est ni lent ni mou, mais
vorace et rapide quand il se jette férocement

sur 'appat.
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damment «inventé» son enzyme pour
produire de la lumiére. étonnamment, il
n’existe aucune conservation protéique
entre ces différentes luciférases [3].
Plusieurs séquences de ces enzymes sont
désormais utilisées in vivo et in vitro
comme «gene rapporteur». Ces outils
sont devenus de toute premiere impor-
tance pour la biologie moderne [4].
Pour preuve, une recherche bibliogra-
phique, dans PubMed, signale plus de
18000 publications, en 2006, pour le mot
luciférase.

Si le mécanisme biochimique est connu,
les fonctions biologiques de ces phéno-
meénes lumineux restent souvent énig-
matiques.

Sur la terre ferme, les especes biolumi-
nescentes sont rares : deux gastropodes,
quelques bactéries, champignons et vers
de terre ainsi que plusieurs centaines
d’insectes [5]. Les fonctions de la bio-
luminescence chez ces organismes sont
inexpliquées hormis chez les «vers lui-
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sants », étudiés en détail. lls utilisent
leur lumiére pour communiquer avec
leurs congéneres. Les codes de « cligno-
tement » sont bien connus : les femelles
attirent leurs partenaires a I'aide de
signaux spécifiques a leur espeéce. Il
existe méme des vers luisants «sour-
nois » dont les femelles changent de
code apres "accouplement. €lles imitent
alors le message d’une autre espece dont
les males seront attirés... vers le fond
d’un estomac !

Dans les profondeurs océaniques, le plus
grand écosystéme de notre planéte (plus
de 99 % de I'espace de vie et pourtant le
moins étudié !), la bioluminescence est
plutdt la regle que I’exception [6, 7].
Plus de 90 % des organismes vivant entre
- 150 met- 1500 msontbioluminescents
et on ne sait souvent pas pourquoi ! I est
supposé que cette lumiére dans I"obscu-
rité des grands fonds pourrait servir a
trois grandes fonctions : la communica-
tion, la défense et 'attaque.

Certaines crevettes, par

Figure 2. T. danae s’appréte a attaquer ["appadt.

exemple, ont la capa-
cité d’émettre une encre
lumineuse soupgonnée de
distraire leur prédateur et
parfois méme d’attirer les
prédateurs de cet agres-
seur. Beaucoup de poissons
des profondeurs posse-
dent des leurres lumineux
qui attirent les proies vers
leur bouche dotée de dents
terribles. D’autres ont des
glandes sous-oculaires
qui émettent des flashs de
lumiere. Dans ce cas, une
fonction de communication
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ou de recherche de proies est soupgonnée.
Parmi les fonctions biologiques supposées
de la bioluminescence, seules deux ont été
démontrées expérimentalement :

1. La communication chez les poissons de
la famille Anomalopidae [8]. Ces pois-
sons de récifs coralliens ont des glandes
sous-oculaires abritant des bactéries
symbiotiques bioluminescentes. L'animal
contrdle ses émissions de lumiére en
obturant ou non ses glandes. Un moyen
idéal pour communiquer la nuit...

2. Le mimétisme par «contre-illumina-
tion » est tres largement exploité dans les
profondeurs de la mer [7]. Dans les mers
les plus claires, les ondes bleues pénétrent
jusqu'a - 1500 m. Les prédateurs peuvent
ainsi repérer une proie au-dessus d’eux
grdce a la silhouette créée en contre-
lumiere. Pour éviter d’étre détectés, beau-
coup d’organismes intégrent I'éclairage
venant d’en haut et émettent, vers le
bas, par des petits photophores ventraux,
exactement la méme lumiére (couleur et
intensité) : le camouflage parfait.

Grdce a un systeme de caméra haute
sensibilité permettant de filmer dans

Figure 3. Le calmar tourne autour de sa « vic-

time » tous « phares allumés ».

les grands fonds, les prédateurs s’ap-
prochant d’un «appdt», Kubodera et
al. [9] confirment maintenant I"hypo-
these d’une fonction d’attaque!. Ces
auteurs s’étaient déja illustrés en fil-
mant, en 2005, pour la premiere fois, le
fameux calmar géant Architeuthis [10],
celui des légendes du « Kraken ». Cette
fois, c’est dans les eaux profondes
autour des Iles Ogasawara, au sud-
est du Japon, qu’ils filment le grand
calmar, Taningia danae, in situ [9].
Cette espece cosmopolite peut attein-
dre 2 metres 30 et peser 61 kg. Elle a de
trés grands yeux, des ventouses avec
des «grandes griffes » et, contraire-
ment aux autres calmars, seulement
8 tentacules. Les deux tentacules longs,
normalement utilisés pour se nourrir,
ont régressé. Deux des huit tentacules
sont dotés des plus grands organes
lumineux connus : des photophores jau-
nes d’un diametre de 7,5 cm. Cette
source de lumiére peut étre utilisée tel
un stroboscope grdce aux mouvements
rapides d’une membrane opaque, sorte
de paupiere. Des flashs avaient déja
€té observés chez un jeune individu, en
aquarium. Contrairement a I’idée de
mollesse inhérente aux grands calmars,
le film de Kubodera et al. montre que
ces « ennemis jurés du cachalot » sont
trés rapides, bons nageurs (2,5m/s),
agressifs et voraces (Figures 1 et 2).
’étude établit aussi les migrations ver-
ticales nyctémérales de ces céphalopo-
des. Les individus vivent le jour entre
-600 et - 900 m et remontent la nuit
entre - 240 et - 500 m. Ce comporte-
ment est fréquent chez les organismes
des profondeurs. Au niveau de la bio-
luminescence, deux types d’émissions
sont observées. Juste avant I'atta-

! Uarticle de Kubodera et al. [9] est accompagné de 5 petits
films montrant les comportements de T. danae.

que, un puissant flash lumineux bref
(1,2 a 1,6 s) entraine probablement un
éblouissement de la proie. Il pourrait
également servir a estimer la distance
de la cible. Des lueurs d’une durée
de 4,4 a 8,5 secondes sont également
mesurées (Figure 3). Leur fonction de
communication est suspectée.

Ces découvertes de I’équipe japonaise
engendrent une avancée considérable
dans la connaissance de la biologie de
ces grands calmars, si peu connus encore
aujourd’hui malgré leur abondance dans
les profondeurs océaniques. ¢
Luminescent tentacles: mortal
weapons of large deep-sea squids
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ILLUSTRATION DES ARTICLES (VIGNETTES) : p. 611: partie antérieure du germarium ol les cellules souches sont localisées, une protéine permettant de suivre
la méiose est en rouge (© photo Jean-René Huynh) - p. 619 : ovocyte humain juste apres la fécondation (photo Jean Parinaud - © photothéque Inserm) -
p. 626 : triple hélice d’ADN (photo Sheng Sun-Jian - © photothéque Inserm) - p. 633 : réticulum endoplasmique, appareil de Golgi et endosomes (© photo Thierry
Galli) - p. 640 : cacinome basocellulaire (© photo Nicole Basset-Seguin) - p. 644 : Shigella (photo Philippe Sansonetti - © photothéque Inserm) - p. 649 : cellules
transfectées co-exprimant les protéines EBNAL et LANAL (© photo Pierre Busson).
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