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niveau des ribosomes grace a des adap-
tateurs, les ARN de transfert.

Un probleme difficile a concilier avec ce
modele concernait sa réplication, et ce
n'est que grdce aux travaux pionniers
d’Arthur Kornberg qu’une image progres-
sive se dégagea [3]. La détermination de
la structure cristallographique de diffé-
rentes ADN polymérases montra leur res-
semblance au niveau de leur mécanisme
assuré par trois acides aminés et des
cations métalliques ; il en est de méme
pour les ARN polymérases (Figure 1) [4].
Les ADN polymérases allongent une
amorce oligonucléotidique et répliquent
le simple brin modéle par I’incorporation
de désoxynucléotides monophosphates
complémentaires des bases exposées de
I’ADN en simple brin [5] et, par consé-
quent, on admet qu’elles ne contiennent
dans leur centre catalytique que le
simple brin a répliquer et I"amorce en
cours de synthese.

Nous avons démontré que, contraire-
ment aux données connues, une
séquence riche en poly d(G) formant une
triple hélice peut servir d’amorce a la
réplication dans une configuration non
canonique par rapport aux données des
différentes publications. €n effet, cette
amorce est paralléle au brin homologue,
tandis qu’en régle générale elle est anti-
parallele [6]. La réplication initiée @
partir de "amorce en triple brin avait été
effectuée sur de P’ADN simple brin,

conformément aux données de la litté-
rature.

Cependant, dans une seconde étape,
nous avons utilisé un ADN en double brin
comme modeéle et nous avons étudié sa
réplication a partir de I’amorce en triple
hélice. Contrairement a ce qui est connu
depuis 40 ans, nous avons démontré que
la réplication a lieu si une certaine
instabilité est localisée a proximité du
complexe d’initiation de la réplication,
méme a 5 nucléotides en amont de ce
complexe de réplication [7].

Ces observations nouvelles signifient que
les ADN polymérases peuvent rompre les
liaisons hydrogenes formant les paires
de bases situées en amont du complexe
de réplication, et ne nécessitent donc
pas toujours une activité hélicase de
déroulement des brins. Elles démontrent
pour la premiére fois que les ADN poly-
mérases peuvent accomoder transitoire-
ment 3 brins d’ADN dans leur centre
catalytique, contre 2 dans les conditions
communément admises [7].

Ces résultats montrent aussi que si une ADN
polymérase est associée @ une séquence
capable de former une triple hélice, elle
peut s’associer a une séquence homologue,
et envahir un ADN double brin si une cer-
taine instabilité est présente a proximité du
site d’initiation ; celle-ci peut étre due a
une variation de la superhélicité de I’ADN,
ou liée a une mutation, ou a I'action de
protéines.
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> Les facteurs de transcription de type
Forkhead constituent un groupe d’une
centaine de membres chez "homme et
fonctions

possedent des biologiques
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variées qui vont de la formation des
organes a I’acquisition du langage. Au sein
de ce groupe, la famille FOXO comprend
quatre membres: FOX01, FOX03, FOX04 et

Ce nouveau mécanisme pourrait aussi
rendre compte de réarrangements géno-
miques, sans coupure de brins ; il pour-
rait étre a I'origine de la derniére étape
de la recombinaison homologue lors de
la phase de réplication.

Concernant [’évolution des amorces de
réplication, un schéma récapitule les diffé-
rentes étapes ou, contrairement a ce qui est
couramment admis, I’ADN en triple hélice -
moins stable que la complémentarité avec
I’ARN, mais celui-ci étant beaucoup plus
instable biochimiquement - pourrait avoir
initié la réplication dans des systemes
anciens, comme 'indique la Figure 2.

Three DNA strands in the catalytic center
of DNA polymerases

REFERENCES

—

. Watson JD, Crick FHC. Molecular structure of nucleic
acids. Nature 1953; 421: 737-8.

. Felsenfeld G, Davies DR, Rich A. Formation of
a three-stranded polynucleotide molecule. / Am
Chem Soc 1957; 79: 2023-24.

. Kornberg A. DNA replication. San Francisco: Freeman,
1960.

. Steitz TA, Smerdon SJ, Jager J, Joyce CM. A unified
polymerase mechanism for non homologous DNA
and RNA polymerases. Science 1994; 266; 2022-5.

. Kool €T. Hydrogen bonding, base stacking, and steric
effects in DNA replication. Annu Rev Biophys Biomol
Struct 2001; 301-22.

. Rocher C, Dalibard R, Letellier T, et al. Initiation
of DNA replication by DNA polymerases from primers
forming a triple helix. Nucleic Acids Res 2001;

29: 3320-6.

. Lestienne P, Pourquier P, Bonnet J. Elongation
of oligonucleotide primers forming a triple helix
on double-stranded DNA templates by purified DNA
polymerases. Biochem Biophys Res Commun 2003;
311: 380-5.

n

[

o~

2]

o

~

Department of Genetics,
Stanford University,
Stanford CA 94305,
Etats-Unis.
anne.brunet@stanford.edu

FOX06. Les FOXO ont été particulierement
étudiés ces derniéres années en raison de
leur rdle pivot dans la voie de signalisation
de I’insuline et des facteurs de croissance.



FOXO: des cibles cruciales

de la voie PI3K-Akt

€n réponse a 'insuline ou aux facteurs de
croissance (IGF1, insulin growth factor 1),
la protéine kinase Akt est activée et phos-
phoryle directement les FOXO sur trois
sites régulateurs (Thr32, Ser253 et Ser315
pour FOX03), conduisant ainsi & la
séquestration de ces facteurs de trans-
cription dans le cytoplasme [1]. A Pin-
verse, en |"absence d’insuline ou de fac-
teurs de croissance, Akt est inactive et les
FOXO0 migrent dans le noyau ou ils agissent
comme activateurs de la transcription,
déclenchant ainsi une multitude de
réponses cellulaires (pour revue, voir
[2]). Les FOXO contrdlent Iarrét du cycle
cellulaire a la fois en phase G1 et en phase
G2. Ces facteurs de transcription permet-
tent également la réparation des dom-
mages de "ADN ainsi que la détoxication
cellulaire des radicaux libres produits par
le stress oxydatif. Enfin, dans certaines
cellules comme les neurones ou les lym-
phocytes, les FOXO peuvent déclencher la
mort cellulaire par apoptose.

Fonction conservée des FOX0

dans la longévité des organismes

Les facteurs de transcription FOX0 sont
remarquablement conservés au cours
de [I’évolution. Chez le nématode
Caenorhabditis elegans, le géne ortho-
logue du géne codant pour les FOXO de
mammiféres (nommé Daf-16)
impliqué dans le contréle de la durée de
vie globale de ’organisme. En effet, les

est

nématodes chez lesquels une mutation
du récepteur de Iinsuline a induit I'ac-
tivation de FOX0 ont une durée de vie
trois fois supérieure aux nématodes
témoins [3]. La capacité de FOXO d’ac-
croitre la longévité chez C. elegans
semble étre liée a IYinduction, par ce
facteur de transcription, de génes de
résistance au stress oxydatif. Les fonc-
tions de FOXO dans la longévité et dans
la résistance au stress oxydatif sont
conservées au cours de [|’évolution
puisque I’activation de FOXO accroit
aussi la durée de vie de la drosophile
montrent études

comme le deux

récentes utilisant la production de dro-

Stress oxydatif

Insuline/facteurs de croissance TNF-o

|
‘TU

TGF-B

Geénes cibles

D

Atrophie musculaire
Longévité

Résistance au stress

Suppression tumorale

Figure 1. Régulation, partenaires protéiques et roles des protéines FOX0. TNF-Ou: tumor necrosis
factor-a ; TGF-f: transforming growth factor-f3 ; PI3K: phospho-inositide 3-kinase; IKKf: /
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sophiles transgéniques pour FOXO [4,
5]. Chez les mammiféres, le role des
FOXO dans la longévité n’a pas encore
été étudié mais I"accroissement de la
longévité des souris déficientes pour le
récepteur de I'IGF-1 ou de I’insuline
suggere que, chez les mammiferes, tout
comme chez le ver ou la mouche, les
FOXO pourraient étre impliqués dans le
contrdle de la durée de vie [6, 7].

Connexion entre les FOX0

et le géne de longévité Sir2

€n accord avec un réle probable de FOX0
dans le contrdle de la longévité, une
série d’études récentes a révélé une nou-
velle connexion entre les FOXO et le pro-
duit du géne Sir2 (SIRT1) [8-10]. La sur-
expression de Sir2 induit un prolonge-
ment de la durée de la vie chez la levure
et le nématode [11]. De maniére inté-
ressante, Sir2 relaie les effets béné-
fiques sur la longévité de la réduction de
I’apport calorique () ou

N . ) m/
méme du resvératrol, un () m/s
o 2004, n°1
composé présent dans le 4

vin rouge [12]. Le geéne

Sir2 code pour une protéine a activité
désacétylase. Sir2 désacétyle non seule-
ment les histones mais aussi des fac-
teurs de transcription comme p53 [13,
14], suggérant ainsi une connexion pos-
sible entre Sir2 et les facteurs de trans-
cription FOX0. Notre groupe, ainsi que
deux autres équipes, ont montré que Sir2
et FOXO interagissaient au sein d’un
méme complexe protéique en réponse au
stress oxydatif (Figure 1). €n outre, Sir2
désacétyle directement les FOXO in vitro
et in vivo. Les effets de Sir2 sur la capa-
cité qu’ont les FOXO de contrdler leurs
geénes cibles semblent différer selon les
geénes et peut-€tre selon les types cellu-
laires [8-10]. analyse comparative des
trois études publiées indique que Sir2
inhibe la capacité des FOXO0 a promouvoir
la mort cellulaire tout en facilitant leur
déclenchement de la résistance cellu-
laire au stress. €n d’autres termes, Sir2
serait un élément crucial pour faire pen-
cher la balance en faveur de la résis-
tance au stress et au détriment de la
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mort cellulaire [15]. Sachant que I'aug-
mentation de résistance au stress est
intimement liée a I"accroissement de la
durée de vie, cette capacité de Sir2 de
modifier les fonctions de FOXO en faveur
de la résistance au stress pourrait expli-
quer I’effet positif de ces deux protéines
sur la durée de vie. |l reste a déterminer
si interaction physique entre Sir2 et les
FOXO joue un rdle important dans le
controle de la longévité de I'organisme
entier chez les mammiferes. Cela semble
étre le cas au moins chez le nématode,
puisque que la capacité de Sir2 d’ac-
croftre la durée de vie nécessite la pré-
sence de Daf-16, I'orthologue de FOX0
chez C. elegans [16].

Les FOXO sont-ils de nouveaux genes
suppresseurs de tumeurs ?

Une des observations trés attrayantes
résultant des études sur la longévité en
général est que les mécanismes qui
induisent une longue durée de vie sem-
blent aussi protéger contre une série de
maladies liées a I’age, comme le cancer
ou les maladies neurodégénératives. La
premiére indication que les FOXO pou-
vaient jouerun role dans la tumorigenese
découle de Iobservation selon laquelle
FOX01, FOX03 et FOX04 sont présents aux
points chromosomiques
impliqués dans des rhabdomyosarcomes

de cassures

(pour FOX01) et des leucémies aigués
myéloides (pour FOX03 et FOXO04). Les
fonctions cellulaires des FOXO (arrét du
cycle cellulaire et apoptose) sont égale-
ment en faveur d’une fonction de «sup-
presseur de tumeurs» de ces facteurs de
transcription. €Enfin, la phosphatase
nommée PTEN, un suppresseur de tumeur
connu, s’est révélée €tre un trés bon
activateur des FOXO0. Mais ces données
n’étaient que des arguments indirects,
et le role direct des FOXO dans la tumori-
genése n’avait pas encore été étudié jus-
qu’a deux travaux récents. La premiere
étude révele une corrélation entre la
présence de FOX03 dans le cytoplasme de
cellules cancéreuses dans des biopsies
de cancer du sein et un pronostic défa-
vorable pour ce cancer [17]. Ce résultat

M/S n® 10, vol. 20, octobre 2004

suggere que, lorsque FOX03 est inactivé,
la tumorigenése est accélérée, proba-
blement parce que les FOXO ne peuvent
plus induire I'arrét du cycle et 'apop-
tose. €n paralléle, cette étude propose
une nouvelle voie de signalisation
controlant FOX03 dans le contexte des
cellules cancéreuses [17]. €n effet, en
réponse au TNF-a, la protéine kinase
IKKB (I kappaB kinase) phosphoryle
FOX03 et inhibe FOXO03 en induisant sa
séquestration dans le cytoplasme et sa
dégradation par la voie du protéasome
(Figure1). Uimplication de FOX03 dans
la tumorigenese est également suggérée
par une étude du groupe de Joan
Massagué démontrant que FOX03 parti-
cipe a la fonction cytostatique du TGF-3,
une fonction essentielle pour empécher
I’apparition de tumeurs [18]. €n effet,
en réponse au TGF-f3, FOX03 interagit
avec les facteurs de transcription de
type Smad (Figure 1). Cette interaction
entre les facteurs FOXO0 et Smad conduit
a 'expression du gene codant pour p21,
un inhibiteur du cycle cellulaire et par
conséquent arréte la prolifération. Une
forme constitutivement activée de FOX0
empéche la prolifération cancéreuse de
glioblastomes et restaure I'effet cyto-
statique du TGF-B dans ces cellules
[18]. Les FOXO pourraient donc jouer un
réle crucial dans le cancer du sein et le
glioblastome, deux types de cancer dans
lesquels le géne suppresseur de tumeur
PTEN est trés fréquemment muté. Ces
observations suggerent que la famille
FOX0 joue un rdle majeur en aval de PTEN.

Réle des FOXO

dans ’atrophie musculaire

Ces roles positifs de FOXO dans I’allonge-
ment de la durée de vie ou la protection
contre le développement tumoral sont
tempérés par la nouvelle fonction
décrite pour les FOXO dans I'atrophie
musculaire [19, 20]. Ces protéines sont
exprimées dans les muscles striés et sont
déphosphorylées et par conséquent acti-
vées par de nombreux stimulus condui-
sant a 'atrophie musculaire, comme les
glucocorticoides ou le déficit en facteurs

de croissance. L'expression d’une forme
constitutivement activée des FOXO dans
les fibres squelettiques in vivo induit
I"atrophie de ces fibres musculaires
(Figure 1). Un des génes cibles de FOXO0
potentiellement impliqué dans cette
atrophie musculaire est la protéine
Atrogin-1. Atrogin-1 est une ubiquitine
ligase qui induit la dégradation de nom-
breux substrats via la voie du protéa-
some, et conduit ainsi a ’atrophie mus-
culaire.

Conclusions

Au vu de ces travaux, il semble donc que
les FOXO ont de multiples actions en
fonction des tissus et des organes cibles
dans lesquels ces protéines s’expriment.
Il sera donc intéressant de déterminer
quelles sont les fonctions primordiales
de chacun des membres de la famille
FOXO, et ce dans chaque organe, et au
cours du temps. Il est aussi fort possible
que ces facteurs de transcription jouent
des rdles différents lors de ’embryoge-
nése ou chez I'adulte. Linactivation
fonctionnelle de FOX01, FOX03 et FOX04
chez la souris a récemment été réalisée
[21, 22], mais ces études offrent pour le
moment peu de réponses aux questions
posées en raison de la redondance des
membres de la famille FOXO et de la pré-
sence d’un quatrieme membre, FOX06.
Comprendre les mécanismes molécu-
laires qui gouvernent I'action des FOXO
sera une prochaine étape cruciale qui
pourrait permettre de découpler les
diverses fonctions physiologiques des
FOXO et ainsi, peut-étre, permettre de
vivre longtemps tout en gardant ses
muscles! ¢

The multiple roles of FOX0
transcription factors
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Ces 1,4 % qui nous séparent

des chimpanzés !

Véronique Barriel

> Depuis des décennies, les relations de
parenté entre I'homme et les grands
singes (chimpanzés, gorilles et orangs-
outans) suscitent de nombreux débats,
controverses et une pléthore de publica-
tions; deux faits principaux ont long-
temps agité la communauté scientifique
des primatologues. Dans les années
1960, alors que la classification tra-
ditionnelle restreignait la  famille
Hominidae & ’lhomme (les grands singes
africains et asiatiques étant regroupés
dans la famille des Pongidae), I’analyse
de certaines protéines sérologiques sug-
gérait I'existence d’un ancétre commun
a ’homme et au chimpanzé, qui excluait
le gorille [1]. Le chimpanzé était donc
plus proche de ’homme qu’il ne Iétait du
gorille, ce que confirma la grande res-
semblance génétique (98% d’homolo-
gie) entre I’lhomme (Homo sapiens) et le
chimpanzé commun (Pan troglodytes)
[2]. Ces différents travaux, et bien
d’autres, conduisirent a regrouper dans

la famille Hominidae I’homme et les
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grands singes africains

Département d’Histoire de la
terre, USM 0203-UMR 5143,
Paléobiodiversité, Case pos-
tale n®38, Muséum National
d’Histoire Naturelle, 57, rue
Cuvier, 75231 Paris Cedex 05,

modification de cette
molécule. A partir des
années 2000, la comparai-
son des génomes humain
et de grands singes a

confirmé la faible di-ver-

(chimpanzés et gorilles),
les orangs-outans deve-  France.
nant les seuls représen-
tants actuels de la famille
Pongidae.

Si la ressemblance génétique entre Homo
et Pan, estimée a 98-99 %, a été au centre
du débat pendant longtemps, la question
de la différence génétique, donc des 1 a
2%, s’y est insinuée plus récemment. €n
effet, ce sont bien ces 1,4% de différence
qui font que ’homme est homme, et les
recherches se sont orientées a la fin du xx®
siecle dans cette direction [3]. Ces pre-
miers résultats montraient par exemple
que les cellules humaines avaient perdu
une forme particuliére de 'acide sialique
(acide N-acétyl-neuraminique), présent
a la surface de toutes les cellules, et
jouant un role dans la transmission de
pathogenes comme le choléra, la grippe,
la malaria... maladies auxquelles les
chimpanzés sont moins sensibles que
I’homme, ce qui pourrait étre le fait de la

barriel@mnhn.fr

gence génétique - évaluée

a 1,2%-1,75% selon le

type de données [4-9],
voire 0,6% pour des sites non synonymes
[10] - entre ’homme et le chimpanzé
commun. Le temps de divergence
(ancétre commun) est alors estimé a 4,6-
6,2 millions d’années (MA) pour I’lhomme
et les chimpanzés, et a 6,2-8,4 MA pour le
gorille [5].
Par ailleurs, le séquencage du génome
complet de chimpanzé commun!, débuté
des 1998, vient de se terminer, et une ver-
sion préliminaire est désormais publiée et
accessible sur Internet (GenBank). Une
comparaison des deux génomes - chim-
panzé et homme - est également effec-
tuée par une équipe internationale de

1 Ce Primate Genome Project impliquait plusieurs centres de
recherche, sous la direction de I’Institut national de
recherche sur le génome humain (NHGRI), qui dépend des
National Institutes of Health (NIH) basés a Bethesda (Mary-
land, USA).
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