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la sensibilité des techniques d’imagerie,
permettront de continuer a développer
de nouveaux rapporteurs. €n outre, les
outils de détection et de suivi des cel-
lules, ainsi que "analyse des oscillations
permettront de développer le méme type
d’approche chez d’autres vertébrés. ¢

A technical breakthrough

for understanding segmentation clock
dynamics and synchrony
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Expansion des familles de genes

dangereux par duplication du génome

Séverine Affeldt!™, Param Priya Singhl*, |laria Cascone?,
Rasim Selimoglu?, Jacques Camonis?, Hervé Isambert!

> Si la conservation des genes essentiels
a la vie des organismes se congoit intui-
tivement bien, a Iinverse, I’étonnante
expansion des familles de génes a I'ori-
gine des cancers ou d’autres maladies
génétiques chez les vertébrés pose ques-
tion. Alors qu’on pourrait supposer que
la multiplication de ces genes « dan-
gereux » confere malgré tout un avan-
tage sélectif, nos travaux récents [1]
suggerent en fait que ces genes ont été
multipliés et conservés en raison de leur
dangerosité a la suite de deux accidents
génétiques majeurs correspondant a des
duplications globales de génome.

De I’expansion des familles de génes
dangereux chez les vertébrés

Pour comprendre "origine de I"expan-
sion des familles de génes dangereux
chez les vertébrés, il faut remonter a
I’ancétre commun de tous les vertébrés,
il y a quelque 500 millions d’années. Par
un mécanisme presque toujours létal,
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mais qui a joué un role essentiel au
cours de I’évolution, notre lignée encore
invertébrée a entierement dupliqué son
génome deux fois de suite et a sur-
vécu a ces deux accidents génétiques
majeurs. Ces deux duplications globales
du génome ont conduit a "émergence et
a la complexification des vertébrés dont
certains geénes ont conservés jusqu’a
quatre copies. Au total, un quart a un
tiers de nos genes serait directement
issu de ces deux duplications de génome
a Porigine des vertébrés [2]. Ces geénes
sont appelés genes ohnologues en I’hon-
neur du généticien Susumu Ohno qui fut
le premier a avancer I’hypothése de ces
duplications globales du génome chez les
vertébrés [3].

Aprés une duplication globale du
génome, les organismes perdent géné-
ralement pres de 80 a 90 % des genes
dupliqués, ce qui entraine une expansion
hétérogene de leurs voies de signali-
sation (Figure 1) et de leurs réseaux

de génes [4-6]. Cependant, de facon
surprenante, on constate que les copies
ohnologues retenues dans le génome
humain comportent un nombre élevé de
genes dangereux, c’est-a-dire présen-
tant une forte susceptibilité aux muta-
tions délétéres dominantes comme les
oncogenes notamment. Certains de ces
génes dangereux ont méme gardé leurs
quatre copies depuis I'origine des ver-
tébrés ! C’est le cas par exemple des
génes RalGEF (Ral guanine-nucleotide
exchange factor) (Figure 1) qui activent
les voies Ras-Ral impliquées dans la
migration et la prolifération cellulaires
dans des tumeurs [7]. De méme, le géne
Ras, qu’on retrouve en un seul exemplaire
chez les invertébrés comme la drosophile
(Figure 1), a conservé chez la plupart des
vertébrés trois ohnologues proto-onco-
géniques (KRas, HRas et NRas) (Figure 1)
qui présentent des mutations constituti-
vement actives dans plus de 25 % des cas
de cancer chez "lhomme.
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Figure 1. Expansion des voies de signalisation Ras-Ral. Voies de signalisation Ras-Ral chez la drosophile (4) et chez I’homme (B). Aprés les deux

duplications globales de génomes chez I’ancétre des vertébrés, chez ’lhomme, le géne RGL a conservé ses quatre copies ohnologues (RalGDS, RGLI,

RGL2, RGL3), le géne Ras a conservé trois copies ohnologues (Kras, Hras, Nras) et le géne Ral a conservé deux copies ohnologues (RalA, RalB) [7].

Cet exemple illustre la nécessaire réorganisation des voies de signalisation et des réseaux d’interactions protéine-protéine aprés un événement de

duplication globale du génome, et I’élimination par divergence d’une partie des génes dupliqués [4-6].

Au dela de ces exemples, nous avons
effectué une étude d’exploration de
données a grande échelle sur I’en-
semble des génes humains, a partir des
bases de données accessibles en ligne
(comme COSMIC [8], CancerGenes [9])
et de publications. Ceci nous a per-
mis de mettre en évidence une forte
association entre la dangerosité des
ohnologues et leur rétention dans le
génome humain. Dans ces analyses, nous
avons considéré différentes classes de
geénes susceptibles d’étre affectés par
des mutations déléteres. Ces classes
comprennent notamment des genes
dont I'implication dans les cancers est
connue et des genes dont les mutations
induisent typiquement des phénotypes
déléteres dominants, par exemple via
une perte d’interaction d’auto-inhibition
entrainant un gain de fonction perma-
nent pour le géne mutant.

Les résultats obtenus [1] indiquent
que les 8 095 genes impliqués dans des
cancers ou dans des maladies géné-
tiques comportent significativement
plus d’ohnologues que I’ensemble des
20 506 genes codant pour les protéines
humaines, soit 48 % contre 35 % (48 % ;
3844/8 095; p = 1,3 x 107177 test y?).
En outre, ce biais de rétention aug-
mente fortement dans le cas des onco-
genes (61 % ; 493/813 ; p = 1,4 x 1074,

m/sn®4,vol. 29, avril 2013

test x2) ou des genes dont la protéine
est auto-inhibée (76 % ; 350/461 ;
p=2,7x 107" test %?). De méme,
lorsque I’on considere des classes de
génes combinant plusieurs facteurs de
dangerosité, telles que la classe des
oncogeénes dont la protéine est auto-
inhibée, ces biais de rétention dépassent
les 90 % (91 % ; 104/114 ; p = 6,9 x
10’37, test xz). A I’inverse, nous avons
montré que les genes associés a des
mutations délétéres récessives chez
I’homme, ainsi que la plupart des genes
essentiels connus chez la souris, n'ont
pas conservé un exces d’ohnologues.
Il apparait donc que la rétention des
genes ohnologues serait directement
liée a leur susceptibilité aux mutations
déléteres dominantes et non pas a leur
nature fondamentale pour "organisme.
Nous avons en fait démontré [1], au
moyen d’analyses statistiques d’infé-
rences bayésiennes, telles que I"analyse
de Médiation [10], que la dangero-
sité est bien la cause principale de la
rétention des genes ohnologues chez
’homme. En particulier, les équilibres
entre les niveaux d’expression géné-
tique, fréquemment proposés comme la
principale cause des biais de rétention
des ohnologues, semblent en fait résul-
ter indirectement des effets des muta-
tions délétéres dominantes [1].

Le mécanisme de conservation

des ohnologues

Pourquoi les multiples copies ohnologues
de ces genes dangereux, a I'origine de
nombreux cancers et maladies géné-
tiques séveres, n'ont-elles pas été éli-
minées chez les vertébrés ? Pour le com-
prendre, il faut avoir en téte deux points
essentiels (Figure 2) : (1) la duplication
globale du génome, lorsqu’elle n'est pas
létale, implique nécessairement "appa-
rition d’'une nouvelle espece composée
d’individus possedant tous initialement
leurs génes en double ; et (2) I'inégalité
des génes face aux mutations. Alors que
la plupart des genes tendent a perdre
leur fonction par mutation, les génes
dangereux se caractérisent par le fait
que leurs mutations entrainent fréquem-
ment une suractivation, c’est-a-dire un
gain de fonction, plutdt qu’une perte de
fonction. €n général, la perte de fonction
d’un ohnologue ne pose pas de probleme
tant qu’il reste une copie fonctionnelle
de ce gene, ce qui conduit a I’élimina-
tion progressive d’une des copies de la
plupart des ohnologues non dangereux.
€n revanche, la survenue de mutations
conduisant a des gains de fonction ou,
plus généralement, a des phénotypes
dominants délétéres qui caractérisent
les ohnologues dangereux, va entrainer
des pathologies du développement ou
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Adapté de [1].

des tumeurs. Celles-ci pénalisent les
organismes atteints et, plus ou moins
directement, leur descendance qui finira
par s’interrompre. Pour autant, les génes
dangereux impliqués ne sont pas élimi-
nés mais au contraire conservés dans
la population, puisqu’ils sont encore
présents sous une forme non délétere
dans le reste de la population issue de
la duplication du génome (Figure 2). Ce
processus évolutif par élimination de
mutants (sélection de purification) se
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distingue du concept d’avantage sélec-
tif généralement associé a I’évolution
(sélection naturelle ou adaptative).

La multiplication des génes dangereux
chez les vertébrés est donc liée a ce
phénomene spécifique et trés rare de
duplication globale du génome qui existe
en fait dans la plupart des branches
eucaryotes. Sa compréhension doit se
faire au niveau de la génétique des popu-
lations au sein des nouvelles especes
issues d’une duplication de génome. Tout

se passe comme si les individus de ces
populations n’avaient pas pu se débar-
rasser de nombreux genes dangereux
redondants, directement fixés par spé-
ciation dans leur génome dupliqué et
non pas fixés progressivement grace a un
avantage sélectif comme pour la plupart
des genes dupliqués individuellement.
Ensuite, les genes ohnologues conservés
se différencient et deviennent souvent
des acteurs majeurs du développement,
de la signalisation et de la régulation
cellulaires. Par exemple, les cadhérines,
sorte de colle qui lient les cellules entre
elles, ont conservé de multiples ohno-
logues exprimés dans différents tissus,
comme la E-cadhérine qui lie les cellules
épithéliales entre elles, ou la N-cadhérine
exprimée dans le tube neural et les neu-
rones. Mais les mutations des cadhérines
qui entrainent la décohésion des cellules
entre elles sont aussi impliquées dans la
migration des cellules tumorales et leur
dissémination vers d’autres organes.

Conclusions

Ces accidents génétiques majeurs de
doublement du génome survenus il y a
500 millions d’années dans I’évolution
des vertébrés ont donc permis I"émer-
gence d’organismes plus complexes,
mais aussi la multiplication des genes
dangereux chez les vertébrés. Ces résul-
tats éclairent d’un point de vue évolu-
tif nouveau I’expansion des familles de
génes fréquemment impliquées dans des
maladies génétiques et de nombreux
cancers. ¢

Evolution and cancer:

expansion of dangerous gene repertoire
by whole genome duplications
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Aldéhydes et anémie de Fanconi

L’ennemi de l’intérieur

Frédéric P.M. Langevin, Juan |. Garaycoechea,
Gerry P. Crossan, Ketan J. Patel

> La survie d’un organisme multicellu-
laire est étroitement liée au maintien
de "homéostasie dans I'ensemble des
tissus constituant cet organisme. Cette
capacité a maintenir cet équilibre vital
est assurée par des populations de cel-
lules souches, via trois caractéristiques
principales : (1) la possibilité de se divi-
ser et de renouveler ce compartiment en
générant de nouvelles cellules souches ;
(2) ’absence de fonctions tissulaires
spécifiques ; et (3) la capacité de se
différencier en cellules spécialisées. La
moelle osseuse, ou résident les cellules
souches hématopoiétiques (CSH) res-
ponsables de la production des cellules
du sang, constitue un tissu modele pour
I’étude des cellules souches somatiques.
€n effet, I'identification de multiples
marqueurs de surface et le dévelop-
pement d’anticorps dirigés contre ces
marqueurs et utilisables en cytométrie
de flux (FACS, fluorescent activated cell
sorter), permettent de discriminer et
d’isoler les divers précurseurs des cel-
lules sanguines.

Les cellules souches sont sensibles,
comme toute cellule, aux conditions
de stress, en particulier aux dommages
de ’ADN. Ainsi, au cours du temps,
I"accumulation de mutations contribue
au déclin des capacités des cellules
souches. Uexistence de mécanismes de
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réparation de "ADN est donc essentielle
au maintien des populations de cellules
souches [1]. Une étude récente de notre
groupe décrit le role d’un systeme de
réparation de I’ADN et la nature géno-
toxique de métabolites endogenes dans
les CSH de souris [2].

LUanémie de Fanconi, une pathologie
s’accompagnant d’un défaut

de réparation de I’ADN

La thématique de recherche principale
de notre équipe concerne I’étude des
mécanismes de réparation de I’ADN et,
en particulier, celle des génes impli-
qués dans I"anémie de Fanconi. Notre
approche est essentiellement génétique
et se base sur des modeles cellulaires et
murins (souris génétiquement modifiées
ou knockout [KO]). Du nom du pédiatre
suisse Guido Fanconi qui décrivit cette
maladie génétique rare au début du
XX¢ siecle [3], ’anémie de Fanconi se
manifeste dés I'enfance par des malfor-
mations squelettiques, une forte prédis-
position a certains types de cancers (en
particulier des leucémies myéloides) et
une aplasie médullaire progressive. Les
cellules de ces patients sont tres sen-
sibles a des drogues anticancéreuses,
telles que la cisplatine ou la mitomy-
cine C. Cette sensibilité constitue la base
du test de diagnostic dit de « cassures
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chromosomiques » [4]. €n effet, en liant
de fagon covalente deux bases oppo-
sées (interbrins d’ADN) ou adjacentes
(intrabrin d’ADN), ces drogues induisent
des Iésions (ponts inter- ou intrabrins,
DNA crosslinks) de I’ADN qui bloquent
la réplication et la transcription. Ces
ponts interbrins ont pour conséquence
une augmentation des cassures chromo-
somiques. Dans les cellules de patients
atteints d’anémie de Fanconi, ceci est
di a un défaut de réparation de I’ADN.
A ce jour, une quinzaine de genes ont
été identifiés, codant pour des protéines
impliquées dans cette voie de réparation
des lésions pontantes de I’ADN.

Les aldéhydes, source de dommages

a I’ADN

Les cassures chromosomiques se mani-
festent spontanément dans les cellules
de patients, en dehors de la présence de
drogues comme la cisplatine, ce qui sug-
gere I’existence d’agents génotoxiques
présents de fagon naturelle dans les
cellules de ces patients. Notre groupe a
confirmé cette hypothése en montrant
en 2011 que les aldéhydes produits par
le métabolisme cellulaire (en particu-
lier I’acétaldéhyde) étaient a I'origine
de dommages a "ADN dans les cellules
de patients atteints d’anémie de Fan-
coni [5]. Des souris double KO pour les
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