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RESUME EN FRANÇAIS 

Introduction : 

Les cryptochromes sont des photorécepteurs qui absorbent la lumière bleue. On les 

trouve chez les animaux et les plantes, ils ont de multiples rôles de signalisation. Ils permettent 

de réguler la croissance, le développement, les rythmes circadiens ou encore le stress. Leur 

activation par la lumière bleue se traduit au niveau biochimique par la photoréduction d’un 

cofacteur qui leur est associé : la flavine, ce qui déclenche ensuite un changement 

conformationnel du domaine C-terminal qui permettra la liaison des cryptochromes à de multiples 

partenaires responsables de la signalisation. Aujourd’hui la recherche sur le fonctionnement des 

cryptochromes s’appuie sur de nouveaux champs d’étude, parmi ceux-ci figurent leur lien avec 

les ROS ainsi que leur sensibilité aux champs magnétiques. Dans nos travaux nous montrons pour 

la première fois que les cryptochromes animaux peuvent, à l’instar des cryptochromes de plante, 

synthétiser directement certains ROS après activation par la lumière bleue, et que cette 

synthèse a un rôle de signalisation. Enfin nous avons mis en lien leur propriété de 

magnétoreception avec leur synthèse de ROS chez des modèles cellulaires animaux. 

Résultats : (mes différents travaux sont regroupés en une série de 3 articles)  

 Dans le premier article, nous avons étudié la synthèse des ROS induite par le 

cryptochrome de drosophile DmCRY sous l’effet de la lumière bleue. Pour cela nous avons 

utilisé un modèle de cellules d’insectes surexprimant DmCRY ainsi que la protéine DmCRY 

synthétisée et purifiée in vitro. Nous avons ainsi pu montrer une synthèse de ROS par 

DmCRY. Nous avons finalement suivi la photoréduction de cette protéine in vitro dans le 

but de déterminer certains paramètres cinétiques. 

 Le second article reprend les travaux de Consentino et al, 2015 qui avaient démontré, 

in vitro chez A. thaliana une synthèse de ROS par CRY1. Nous avons détecté in vivo 

toujours chez A. thaliana une accumulation des ROS dépendante des cryptochrome. Cette 

accumulation s’accompagne de régulations transcriptionnelles de gènes déjà connus pour 

être régulés par les ROS. Cette synthèse de ROS est indépendante de la liaison du 

cryptochrome à ses partenaires, et elle est réalisée par leur région N-terminale. 

 Nos dernières études concernent les effets des champs magnétiques sur la capacité des 

cryptochromes à synthétiser des ROS. Nous avons pour cela utilisé des modèles 

cellulaires insectes et mammifères qui nous ont permis de mettre en évidence une 

augmentation de cette synthèse en présence de champs magnétiques, nous avons de plus 

corrélé ce phénomène avec une modification du comportement des drosophiles.  

Conclusions et perspectives : 

 Nos résultats montrent que les cryptochromes, grâce à leur signalisation ROS, régulent 

la transcription en présence de lumière bleue et de champs magnétiques. Nous souhaiterions à 

présent identifier la région du cryptochrome responsable de la magnétoreception, déterminer si 

ces ROS ont un impact sur les partenaires protéiques par modification de certains résidus et 

enfin déterminer s’ils ont un rôle à jouer dans la longévité chez la drosophile. 



P a g e  3 | 205 

 

ABSTRACT IN ENGLISH 

Introduction : 

Cryptochromes are photoreceptors that absorb blue light, they are found in animals and 

plants and have multiple signaling roles. In plants they can regulate growth, development, 

circadian rhythms or stress; in animals they also regulate circadian rhythms and stress 

responses. Their activation in the presence of blue light is reflected biochemically by the 

photoreduction of the flavin which is associated with these proteins, this cofactor then triggers 

a conformational change of the C-terminus domain that will allow the binding of cryptochromes 

to multiple partners responsible for signaling. Today, research on the functioning of 

cryptochromes is based on new fields of study, among them are their link with the ROS and 

their sensitivity to magnetic fields. In our work we show for the first time that animal 

cryptochromes can also directly synthesize some ROS after activation in blue light, and that 

this synthesis which is also observed in plants has a signaling role. Finally, we have linked their 

magnetoreception property with their ROS synthesis in animal cell models. 

Results : my different works are grouped into a series of 3 articles : 

 In the first article we studied the synthesis of ROS induced by Drosophila cryptochrome 

DmCRY under blue light conditions. For this we have used an insect cell model 

overexpressing DmCRY as well as In this work we were able to show a DmCRY dependent 

ROS accumulation in blue light both in cells and in purified protein. We have studied the 

synthesis of ROS in an insect cell model, but also in isolated DmCRY protein, and we 

finally followed the photoreduction of this protein in vitro.  

 The second article resume the work of Consentino et al, 2015, we have detected a 

cryptochrome-dependent accumulation of ROS in A. thaliana. This accumulation is 

accompanied by several transcriptional regulations of ROS-regulated genes, and appears 

in our results as independent of the binding to the partners, but potentially linked to a 

direct synthesis of ROS in the N-terminal region. 

 Our latest studies concern the effects of magnetic fields on the ability of 

cryptochromes to synthesize ROS. We have used insect and mammalian cellular models 

that have allowed us to show an increase in this synthesis in the presence of external 

magnetic fields, we have further correlated this phenomenon with a change in the 

behavior of Drosophila. 

Conclusions and prospects : 

 Finally, our results show that cryptochromes thanks to their ROS signaling would regulate 

transcription in the presence of magnetic fields. It remains to be seen which region of the 

cryptochrome allows this magnetorception, but also whether these ROS have an impact on the 

partners by redox modification, or on the longevity in Drosophila. 
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:   Acide désoxyribonucléique 

:   Acide désoxyribonucléique complémentaire 

:   ADN transféré dans les plantes après infection par des bactéries pathogènes 

:   Amplex Red (marqueur des espèces réactives de l’oxygène) 

:   Acide ribonucléique 

:   Acide ribonucléique messager  

:   Gène codant pour la protéine CRY1 d’Arabidopsis thaliana 

:   Gène codant pour la protéine CRY2 d’Arabidopsis thaliana 

:   Adénosine triphosphate 

:   Basic helix loop helix (motif caractéristique de certainsfacteur de transcription 

:   beta-mercaptoéthanol (agent réducteur) 

:   "Bromodomain and WD repeat domain containing 3", sous-unité d’un complexe                    

….d’ubiquitination chez Drosophila melanogaster 

:   Plantules d’Arabidopsis thaliana doubles mutantes nulles pour CRY1 et CRY2 

:   Système d’expression de la luciférase sous le contrôle des rythmes circadiens 

:   "Cryptochrome-interacting basic-helix-loop-helix 1" (partenaire de CRY2 d’A. thaliana) 

:   Dimère composé des protéines CLOCK et CYCLE chez Drosophila melanogaster 

:   "Constitutive photomorphogenic 1" (ubiquitine ligase chez A. thaliana) 

:   CONSTANS, aussi connue comme "B-box domain protein 1" chez A. thaliana 

:   Type de photolyase "Cyclobutane Pyrimidine Dimère" réparant les dimères de pyrimidines 

:   Protéine codée par le gène Atcry1 chez A. thaliana 

:   Protéine codée par le gène Atcry2 chez A. thaliana  

:   Drosophiles mutantes pour DmCRY empêchant la fixation de la FAD 

:   Famille de cryptochromes autre que les types I et II 

:   Domaine Carboxy-terminal d’une protéine 

:   Champ éléctromagnétique pulsé 

:   Champ magnétique terrestre 

:   "Cullin4-RING Finger E3 Ligase" sous-unité des complexes d’ubiquitination 

:   "C-terminus tail", queue C-terminale des cryptochromes 

:   2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacétate (marqueur des ROS) 
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:   "Forkhead box, sub-group O" 

:   Unique cryptochrome de type I codé par Drosophila melanogaster 

:   Diméthylsulfoxyde, un solvant utilisé comme perméabilisant   

:   Dithiothréitol, un agent réducteur 

:   "Enhancer box", séquence consensus de certains facteurs de transcription 

:   Flavine adénine dinucléotide, cofacteur d’oxydoréduction (forme oxydée) 

:   Flavine adénine dinucléotide réduite sous forme radicalaire anionique 

:   Flavine sous forme totalement réduite anionique 

:   Flavine sous forme totalement radicalaire neutre 

:   Flavine sous forme totalement réduite neutre 

:   "FLOWERING LOCUS T", Facteur de transcription chez A. thaliana 

:   Séquence consensus permettant des régulations transcriptionnelles par la lumière 

:   "G-box binding factor 1", facteur de transcription chez A. thaliana 

:   Peroxyde d’hydrogène 

:   Protéine codée par le gène CRY1 chez Homo sapiens 

:   Protéine codée par le gène CRY2 chez Homo sapiens 

:   "Human embryonic kidney", lignée cellulaire humaine 

:   Marqueur fluorescent de l’ADN 

:   Ancien nom du gène Atcry1 / locus du chromosome 4 d’A. thaliana 

:   "ELONGATED HYPOCOTYL 5", facteur de transcription de type leucine zipper (A. thaliana) 

:   "HY5-homolog", homologue de HY5 (A. thaliana) 

:   Protéine codée par le gène Cry1 chez Mus musculus 

:   Protéine codée par le gène Cry2 chez Mus musculus 

:   5,10-méthényltétrahydrofolate, cofacteur enzymatique des cryptochromes 

:   Facteur de transcription de type bHLH chez A. thaliana 

:   Nicotinamide adénine dinucléotide sous forme déprotonée/protonée 

:   Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, cofacteur d’oxydoréduction 

:   "Nuclear localization sequence", signal de localisation nucléaire 
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:   Noyaux suprachiasmatiques 
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:   Oxygène singulet, (ROS) état très réactif du dioxygène O2 

:   Ion superoxyde (ROS) 

:   "PAR-domain protein 1ε", régulateur de CLK/CYC chez Drosophila melanogaster 

:   Protéine codée par le gène period chez Drosophila melanogaster 

:   Protéine codée par le gène "period circadian regulator 2" chez Homo sapiens 

:   "Photolyase homology region", région homologue entre cryptochromes et photolyases 

:   Protéine codée par le gène phytochrome A chez A. thaliana 

:   Protéine codée par le gène phytochrome B chez A. thaliana 

:   "Phytochrome interacting factor 3", facteur de transcription chez A. thaliana 

:   Réaction de polymérisation en chaîne quantitative 

:   "Respiratory burst oxidase protein", enzyme génératrice de ROS 

:   "Reactive oxygen species", espèces réactives de l’oxygène 

:   Lignée cellulaire provenant du légionnaire d’automne (Spodoptera frugiperda) 

:   "Supernumerary limbs", sous unité des complexes d’ubiquitination (D. melanogaster) 

:   "Singlet oxygen sensor green", un marqueur fluorescent de l’oxygène singule 

:   "Suppressor of PHYA-105 1", répresseur de la photomorphogenèse 

:   Protéine codée par le gène timeless chez Drosophila Melanogaster 

:   Tryptophane 

:   Tryptophane sous forme raicalaire chargée positivement 

:   Ultraviolet 

:   "Vrille", régulateur de CLK/CYC chez Drosophila melanogaster 

:   Ecotype sauvage "Wassilewskija" (Russie) d’Arabidopsis thaliana 

:   Plantules d’A.thaliana d’écotype WS surexprimant la protéine CRY1 

:   "Wild type", type sauvage non mutant 
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1.   ASPECTS GENERAUX DES CRYPTOCHROMES 

La lumière est la principale source d’énergie pour la photosynthèse, et induit des signaux qui 

régulent la croissance et le développement des plantes. Les cryptochromes sont des photorécepteurs 

qui absorbent la lumière bleue, on les retrouve chez les animaux et les plantes, ils ont de multiples 

rôles de signalisation. Ils ont été identifiés pour la première fois chez Arabidopsis thaliana, où ils 

jouent un rôle clé dans la croissance et le développement. Identifiés par la suite chez les procaryotes, 

les archées et de nombreux eucaryotes, les cryptochromes sont connus comme étant impliqués dans 

l'horloge circadienne animale et sont proposés comme magnétorécepteurs chez les oiseaux migrateurs.  

Les cryptochromes sont structurellement apparentés aux photolyases, à partir desquelles ils ont 

évolué et avec lesquelles ils forment une famille de photorécepteurs flavoprotéiques. 

 

1.1 Présentation générale 

1.1.1   La famille des cryptochromes/photolyases 

 La famille des photolyases / cryptochromes est une des très rares familles de flavoprotéines 

capable d’utiliser l’énergie lumineuse afin de catalyser une réaction biochimique. Cette famille de 

gènes photoactifs est vaste et diversifiée dans tout le règne du vivant, des archées aux mammifères. 

Elle regroupe des protéines d’une taille de 50 à 80kD pour 500 à 700 acides aminés de long, elles sont 

toutes liées à deux chromophores comme cofacteur : une ptérine (MTHF ou méthényltétrahydrofolate) 

et une flavine (FAD ou flavine adénine dinucléotide). Les photolyases, activées par l'énergie 

lumineuse, sont des enzymes qui réparent l'ADN endommagé par les UV sans induire de signaux de 

transduction. La découverte du mécanisme de réparation de l’ADN par les photolyases a d’ailleurs été 

récompensée par le prix Nobel de chimie en 2015. Les cryptochromes, en revanche, fonctionnent 

comme des molécules de signalisation qui régulent diverses réponses biologiques telles que 

l'entraînement des rythmes circadiens chez les plantes et les animaux.  

Trois grandes catégories de protéines sont représentées par cette famille : 

 

- Les photolyases de dimères cyclobutane pyrimidine (CPD) 

- Les photolyases pour les dimères pyrimidine-pyrimidone (photoproduits 6-4) 

- Les cryptochromes (CRY) 
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 Au niveau de la distribution dans le règne du vivant, les photolyases sont présentes dans 

presque toutes les espèces procaryotes et eucaryotes et sont également codées par certains ADN viraux 

(Biernat et al, 2012). Les cryptochromes sont beaucoup moins répandus, étant présents principalement 

Figure 1 :  
Schéma représentant la répartition des différentes familles de cryptochromes et de 
photolyases dans le règne du vivant (Lin & Todo, 2005). 
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chez les plantes supérieures et les animaux, mais seulement chez quelques autres espèces eucaryotes 

(algues, champignons) et procaryotes. Structurellement, les photolyases et les cryptochromes sont très 

similaires (Figure 2), ils partagent des domaines photoactifs similaires et lient des pigments 

photoactifs similaires (FAD et MTHF). Il est communément admis que les photolyases sont ancestrales 

aux cryptochromes, et que ceux-ci auraient perdu totalement ou en partie l'activité de réparation de 

l'ADN, et auraient acquis un nouveau rôle dans la signalisation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Par la suite au cours de l’évolution, plusieurs sous-familles majeures de cryptochromes se 

sont séparées de la photolyase, celles-ci comprennent les cryptochromes classiques des plantes (cry1, 

cry2 et homologues de ceux-ci), les CRY-DASH (bactériens, animaux ou végétaux) et les 

cryptochromes du règne animal (type I d'insecte, mammifère de type II et homologues). Certains de  

de ces groupes présentent une activité résiduelle de réparation de l'ADN comme les CRY-DASH, mais 

ils présentent tous en revanche des fonctions de signalisation bien définies dans de nombreux systèmes.  

 

 Les spécialistes du domaine pensaient initialement que les cryptochromes n’existaient que 

chez les eucaryotes supérieurs et que les procaryotes étaient dotés de photolyases mais pas de 

cryptochromes. Des recherches bio-informatiques dans les bases de données génomiques ont révélé la 

présence d'un gène cryptochrome chez les cyanobactéries (Hitomi et al, 2000). Ce nouveau type de 

cryptochrome a été appelé CRY-DASH, pour souligner sa relation avec les cryptochromes trouvés 

chez Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis et Homo (bien que les CRY-DASH eux-mêmes ne soient 

pas trouvés chez la drosophile ni chez l’Homme) (Brudler et al, 2003). Les protéines de type CRY-

DASH ont été trouvées non seulement chez les cyanobactéries photosynthétiques, mais également 

chez les bactéries non photosynthétiques, les champignons, les plantes et les animaux, y compris 

Arabidopsis, Neurospora, le poisson-zèbre et le Xénope (Figure 1). Les CRY-DASH sont exprimés 

  

Figure 2 :  
Différences structurelles entre cryptochromes and photolyases, A : photolyase chez 
E.coli, B : cry1 chez A. thaliana. Seul le domaine PHR commun aux deux protéines 
est représenté, les cofacteurs sont représentés en orange (Öztürk et al, 2007). 
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dans plusieurs organites comme les chloroplastes ou la mitochondrie en plus du noyau et du 

cytoplasme, alors que les autres cryptochromes de plante ne sont localisés que dans ces deux derniers 

(Chaves et al, 2011). Des études récentes laisseraient supposer qu’ils auraient un rôle dans la 

réparation des simples brins d’ADN chez les algues (Kavakli et al, 2017). A l’instar des autres 

cryptochromes, les CRY-DASH ont un rôle dans l’expression de certains gènes, du moins chez les 

cyanobactéries (Chaves et al, 2011). Néanmoins, la fonction biologique des protéines CRY-DASH 

reste à ce jour inconnue et pourrait différer selon les espèces. 

 

        
1.1.2   Découverte des cryptochromes 

 Depuis la seconde moitié du XIXe siècle, les biologistes dont Charles Darwin (Darwin & 

Darwin, 1880) ont découvert que la lumière bleue induit des effets important sur la croissance, le 

développement et le phototropisme (mouvement des plantes médié par la lumière). 

 Ces effets, qui comprennent aussi chez les plantes supérieures l'inhibition de l'allongement 

de l'hypocotyle (Koornneef et al, 1980) et l'ouverture stomatique entre autres ont pendant longtemps 

été considérés comme étant médiés par des photorécepteurs liés à une flavine et absorbant la lumière 

bleue. Alors que les phytochromes, photorécepteurs à la lumière rouge / rouge lointaine avaient pour 

leur part été déjà relativement bien caractérisés (Siegelman et al, 1960), aucun photorécepteur à la 

lumière bleue n'avait encore été identifié ou isolé à ce stade. Tous les efforts effectués pour identifier 

les photorécepteurs à la lumière bleue initiant ces réponses sont restés vains pendant une longue 

période, et certains biologistes ont utilisé le terme "cryptochrome" comme nom générique pour ce 

mystérieux photorécepteur.  

 

 Ce n’est qu’au début des années 90 qu’un gène se trouvant dans le locus HY4 chez 

Arabidopsis thaliana a été identifié comme correspondant aux caractéristiques attendues pour un 

photorécepteur à la lumière bleue (Ahmad & Cashmore, 1993). Ce gène, d’abord nommé HY4, a été 

identifié grâce à l’étude d’un grand nombre de plantes mutantes obtenues par mutagenèse non ciblée. 

Le phénotype observé chez les plantes mutantes dans ce locus, en présence de lumière bleue, les 

différencie des plantes sauvages par un caractère déjà bien connu : l'inhibition de l'allongement de 

l'hypocotyle en réponse à la lumière bleue. Quatre mutants d’A. thaliana dans le locus HY4 

présentaient une insensibilité à la lumière bleue en comparaison au type sauvage (WT) et présentaient 

des hypocotyles anormalement longs. Le gène HY4 a été identifié comme étant responsable de ce 

caractère dans son état sauvage (WT), il permet une sensibilité à la lumière bleue aux alentours de 

450nm en induisant une inhibition de la croissance de l’hypocotyle. Les mutations avaient été 
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effectuées par l’insertion aléatoire d’ADN-T, la région adjacente à cet insert chez les quatre mutants a 

été identifiée à partir d’une librairie d’ADNc comme contenant une séquence codante de 681 acides 

aminés, le gène correspondant à cette séquence a été renommé CRY1 peu après (Lin et al, 1995).  

 

 

 

Par ailleurs, la surexpression du photorécepteur CRY1 (CRY1OE figure 3B) entraîne une 

hypersensibilité à la lumière bleue / UV-A et les plantules transgéniques présentent des hypocotyles 

exceptionnellement courts. D’autres cryptochromes ont par la suite été identifiés chez A. thaliana, 

CRY2 a lui été identifié par son homologie de séquence avec CRY1 (Hoffman et al, 1996). Il code 

pour un récepteur similaire qui a de nombreuses fonctions redondantes avec CRY1, y compris dans 

l'inhibition de la croissance de l'hypocotyle. 

 Chez les animaux plusieurs cryptochromes ont été identifiés, le plus connu d’entre eux est le 

cryptochrome de drosophile (Drosophila melanogaster) DmCRY. Il a été découvert lors d’études sur 

les rythmes circadiens. Ces rythmes, chez la drosophile, sont maintenus grâce aux cycles lumière / 

obscurité. Il serait logique de supposer que les yeux et le système visuel jouent un rôle central dans cet 

Figure 3 :  
A : Inhibition de l’élongation de l’hypocotyle chez A.thaliana en fonction de la longueur d’onde de 
la lumière soumise à des plantules sauvages ou mutantes pour le locus HY4 (mutants hy4). Un 
mutant pour le phytochrome insensible à la lumière rouge (hy1) est utilisé comme contrôle. (Modifié 
d’après Ahmad & Cashmore, 1993). B : phénotype des plantules sauvages, doubles mutantes 
cry1cry2 ou mutantes de surexpression pour cry1 (CRY1OE) après exposition à la lumière bleue 
(Ligeng et al, 2001). 

 



P a g e  18 | 205 

 

effet, cependant des études sur des mutants sans yeux ont démontré que les mouches aveugles 

maintenaient une synchronisation de leur rythme comportemental avec les cycles lumière / obscurité 

(Helfrich-Förster et al, 2001). Des explants de thorax ou d’abdomen ont montré des capacités 

photoréceptrices indépendamment des yeux, suggérant que chaque cellule a individuellement la 

capacité de se synchroniser avec la lumière. Il apparait en fait que plusieurs voies indépendantes 

interviennent dans le maintien des rythmes jour / nuit chez la drosophile (Plautz et al, 1997). 

C’est ainsi qu’un mutant sélectif a été isolé chez la drosophile par son inaptitude à répondre 

aux cycles jour/nuit (Stanewsky et al, 1998). La mutation empêchait l’expression cyclique des 

protéines TIM et PER en fonction du jour ou de la nuit (figure 4), ces deux protéines étant déjà bien 

connues dans la synchronisation du cycle jour/nuit chez la mouche. 

                                                                                         
Figure 4 :  
Expression des protéines PER (plo) et TIM en fonction 
du jour ou de la nuit par fusion à la luciférase chez des 
drosophiles mutantes cryb ou sauvages, chaque 
bande blanche ou noire représente 12h de jour ou 
d’obscurité. (Stanewsky et al, 1998). 
 
 
 

 

 

 

 Ce mutant appelé par la suite cryb contenait  une mutation faux-sens dans un gène qui s’est 

avéré être, après séquençage, un homologue des cryptochromes de plantes (Stanewsky et al, 1998) et 

a été renommé Dmcry. 

 Chez l’Homme des recherches ont également été menées et ont permis d’identifier des gènes 

homologues aux cryptochromes et aux photolyases. Il y a 25 ans une étude (Li et al, 1993) concluait 

que les humains comme tous les mammifères placentaires ne possédaient pas de photolyase 

contrairement à la majorité des autres espèces animales. Cependant, en 1995 une nouvelle étude de 

comparaison de séquences ADN a permis de répertorier une protéine humaine homologue à la 

photolyase (Adams et al, 1995). À la lumière de ces travaux et de la découverte d'une nouvelle classe 

de photolyase chez la drosophile et le crotale (Todo et al., 1993) qui répare les lésions mineures induite 

par les UV (les photoproduit 6-4), le postulat selon lequel il n’y a pas de photolyase chez l’Homme 
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avait besoin d’être réétudié. C’est ainsi qu’une nouvelle étude a permis à partir de bases de données 

génomiques humaines de découvrir une deuxième protéine de type photolyase (Hsu et al, 1996).  

Ces deux protéines affichaient une forte homologie avec la photolyase de drosophile (48%) et 

entre elles (73%) mais se sont avéré être des cryptochromes, les 2 gènes correspondants ont donc été 

nommés CRY1 et CRY2 et leurs protéines hCRY1 et hCRY2. De manière similaire aux autres 

membres de la famille des photolyases / cryptochromes, les deux protéines se sont avérées contenir 

une FAD et un MTHF mais ne possédaient aucune activité de réparation de l’ADN, ce qui les 

excluaient de la classe des photolyases. Leurs fonctions n’ont pu être découvertes qu’en étudiant des 

souris doubles KO pour les homologues murins mCRY1 et mCRY2. Ces études ont révélé 

l’implication des cryptochromes dans l’horloge circadienne mammifère (Chaves et al, 2011). 

 

1.1.3   Liaison à des cofacteurs et subdivision N-ter/C-ter 

La structure du domaine de la photolyase d'Escherichia coli a été comparée à celle de CRY1 

d’A. thaliana. Pour ces deux protéines, le domaine chromophore N-terminal liant deux chromophores 

est responsable de l’absorption de la lumière, les deux chromophores étant le MTHF et la FAD. La 

Figure 5 ci-dessous montre les différences de structure entre les cryptochromes et les photolyases. 

Figure 5 :  
Structure générale et différences entre les 
familles des cryptochromes et des photolyases 
comprenant la partie N-terminale (en jaune) et 
C-terminale (en noir) (Chaves et al, 2011). 
 

 
  

 

 

La région N-terminale aussi appelé domaine PHR (Photolyase Homology Region), correspond 

aux acides aminés 30 à 350. Sa séquence est hautement conservée dans toutes les classes de 

cryptochromes et de photolyases. Ce domaine est lui-même subdivisé en trois sous-domaines : l’ α/β 

domain correspond au début de la région N-terminale, l’helical domain qui comprend la poche 

contenant la FAD sous une forme inhabituelle en U, et l’interdomain loop qui réalise une jonction 

entre les deux autres domaines (Figure 6). La région C-terminale (acides aminés 350-700) est très peu 

conservée entre espèces et sa longueur varie également beaucoup. Le rôle qui est connu à ce jour pour 

ce domaine est de permettre l’interaction du cryptochrome à des partenaires protéines, à l’origine d’une 
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signalisation permettant de réguler des fonctions biologiques variées sous le contrôle de la lumière 

bleue. 

 

 
 

Contrairement aux cryptochromes, les photolyases tout comme les CRY-DASH n’ont pas 

d’extension C-terminale. La découverte de la liaison des cryptochromes à des cofacteurs (flavine et 

ptérine) s’est faite au milieu des années 1990 (Malhotra et al, 1995). Les cofacteurs FAD et MTHF 

ont été identifiés peu après la découverte des cryptochromes (Park et al, 1995). Ceux-ci sont logés 

dans deux cavités complémentaires de leur forme et accessibles depuis l’extérieur au sein du domaine 

PHR de la protéine. Ces deux cofacteurs et plus particulièrement la FAD ont un rôle crucial pour 

l’activité biologique des cryptochromes : 

La Flavine adénine dinucléotide (FAD) est un cofacteur d'oxydo-réduction dérivant de la 

riboflavine aussi appelée vitamine B2. Dans les systèmes biologiques, la forme totalement oxydée 

Figure 6 :  
A : Structure des 2 cofacteurs (FAD et ptérine). B : Représentation schématique d’une protéine 
typique de la famille cryptochrome / photolyase. C : Représentation schématique typique de la 
conformation du domaine PHR (ici cry-DASH chez Synechosystis) (Lin & Todo, 2005). 
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FAD agit comme accepteur de protons H+ et d’électron e-. La forme FADH agit à la fois comme 

accepteur et donneur de protons et d’électron et la forme FADH2 comme donneur d’électron. La 

FADH2 est notamment connue comme étant utilisée par les flavoprotéines du complexe II de la chaîne 

respiratoire mitochondriale, permettant la synthèse de 2 ATP supplémentaires. En tant que groupement 

prosthétique (ou cofacteur) elle intervient pleinement dans l’activité biologique des cryptochromes 

notamment pour son rôle d’accepteur d’électron. C’est également elle qui donne au cryptochrome ses 

propriétés photoréceptrices puisqu’elle absorbe la lumière bleue vers 450nm. 

Le 5,10-méthényltétrahydrofolate (ou MTHF) est un dérivé de l'acide folique, ou vitamine 

B9. Sa forme biologiquement active est la forme ionique de l'acide 5,10-méthényltétrahydrofolique, il 

est couramment abrégé en 5,10-CH=THF. C’est un coenzyme qui donne et reçoit des groupes 

méthényle (–CH=). L’aide folique dont il est dérivé est connu pour être un précurseur métabolique 

impliqué notamment dans la synthèse des bases nucléiques, purines et pyrimidines (ADN et ARN) 

mais également dans la synthèse d'acides aminés tels que la méthionine, l'histidine et la sérine. 

D’un point de vue général les cryptochromes subissent un changement conformationnel suite à 

la photoréduction de la flavine par un transfert d’électrons, ce transfert étant initié par l’absorption de 

la lumière bleue par la flavine FAD. Cette photoréduction avait déjà été largement étudiée chez la 

photolyase d’E. coli. (Li et al, 1991) avant d’être découverte chez les plantes. Chez la photolyase, la 

réparation de l’ADN ne peut avoir lieu que lorsque la flavine est sous forme réduite FADH-. Li et al 

ont démontré en 1991 que le radical FADH• neutre photoexcité est réduit en FADH- par un résidu 

tryptophane intrinsèque, celui-ci est situé à environ 15 Å à la surface de la protéine où il peut être 

réduit par un réducteur extrinsèque. Par la suite des calculs théoriques modélisant les voies de transfert 

des électrons ont suggéré que deux autres résidus de tryptophane étaient impliqués dans la 

photoréduction de la flavine (Cheung et al, 1999). Chez les cryptochromes, il a été démontré, dans 

plusieurs protéines isolées, que la photoréduction de la flavine se faisait également via une triade de 

résidus tryptophane (Giovanni et al, 2003).  

La fonction du MTHF n’est pas encore clairement définie, néanmoins il occupe une région 

distincte de la flavine chez les cryptochromes et les photolyases au sein du PHR. Son site de fixation 

n’est pas bien conservé, seul deux glutamates sont identiques, le reste des 12 acides aminés varie selon 

les espèces. Il a été démontré qu’il subit lui aussi une photoréduction chez les photolyases, et ce par 

un transfert d’électrons à la flavine en utilisant des voies alternatives, le même processus a été 

démontré pour les CRY-DASH (Moldt et al, 2009 ; Okafuji et al, 2010). Etant donné que son pic 

d’absorption se situe aux alentours de 380nm, la ptérine pourrait servir à étendre le spectre d’action 
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des cryptochromes à des longueurs d’onde plus courtes (Hoang et al, 2008). Cependant malgré 

l’absence de la ptérine, la photoréduction de la flavine chez A. thaliana est très peu affectée en lumière 

bleue et en lumière UV. D’autres études ont confirmé que la photoréduction de la ptérine n’est pas 

corrélée à des changements conformationnels significatifs au sein du domaine N-terminal (Moldt et 

al, 2009). En conclusion il n’a pas été prouvé à ce jour que la ptérine soit pertinente pour la fonction 

biologique des cryptochromes et des photolyases in vivo (Chaves et al, 2011). 

 
1.2 Les cryptochromes chez les plantes 

 

Les cryptochromes ont d'abord été identifiés pour leur rôle dans l'inhibition de la croissance de 

l'hypocotyle chez des plantules d’A. thaliana exposées à la lumière bleue (Ahmad et al, 1998). Par la 

suite, d’autres fonctions diverses et variées affectant de nombreux aspects de la croissance et du 

développement des plantes ont été identifiées chez A. thaliana pour le gène Atcry1 et son homologue 

Atcry2. Par ailleurs les cryptochromes ont de nombreuses fonctions similaires chez d’autres espèces 

végétales.  

Il est intéressant de noter que presque toutes ces réponses diverses et variées peuvent 

s'expliquer par les effets d’activations et de répressions transcriptionnelles ou encore de régulation par 

le protéasome. Les deux protéines CRY1 et CRY2 d'Arabidopsis sont des protéines nucléaires et ont 

un effet indirect significatif sur les régulations transcriptionnelles. Selon les conditions mises en place, 

entre 5 et 25% des gènes sont régulés par la lumière bleue dont la plupart via les protéines CRY1 et 

CRY2 chez Arabidopsis (Ma et al, 2001). L'analyse de cette expression a révélé que plus de 130 

facteurs de transcription étaient régulés par CRY1 et CRY2 chez des plantules d’Arabidopsis (Jiao et 

al, 2003), faisant des cryptochromes les principaux responsables de l’expression génétique lumière 

bleue dépendante. CRY1 a un rôle crucial dans la régulation de l'expression des gènes par la lumière 

bleue sous des illuminations à court et à long terme (Kleine et al, 2007). En revanche, CRY2 a un effet 

mineur sur la transcription (Ohgishi et al, 2004). Parmi les gènes régulés par les cryptochromes, on 

retrouve des facteurs de transcription sous le contrôle du stress induit par une forte luminosité, ou 

intervenant dans la voie de synthèse des phénylpropanoïdes, eux-mêmes impliqués dans les réponses 

à d’autres types de stress comme les attaques microbiennes ou d’herbivores (Kleine et al, 2007).  

Un nouveau champ d’étude des cryptochrome a débuté chez les plantes il y a quelques années, 

il s’agit du lien entre le photocycle des cryptochromes et les espèces réactives de l’oxygène (ROS). 

C’est dans le but d’élucider les mécanismes du photocycle, que des études se basant sur des modèles 

théoriques ont montré en 2011 que l’activation du cryptochrome par la lumière bleue in vitro induit la 
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formation de ROS dont le peroxyde d’hydrogène H2O2 (Müller & Ahmad, 2011 ; Consentino et al, 

2015). Les ROS étant eux-mêmes des molécules signalétiques majeures, leur rôle au sein du 

photocycle pourrait s’étendre à  la régulation de nombreuses fonctions reliées au stress. Certains effets 

attribuables aux cryptochromes peuvent directement être mis en relation avec la synthèse de ces ROS 

comme la mort cellulaire programmée. Une étude a ainsi montré que chez Arabidopsis la mort 

cellulaire programmée induite par la lumière bleue n’est pas nécessairement attribuée aux changements 

redox dans les chloroplastes, mais potentiellement aux cryptochromes (Danon et al, 2006).  

Nos études (partie résultats) sont très largement focalisées sur ce sujet, nous reviendrons 

également en détail sur les découvertes préliminaires réalisées dans ce domaine dans la dernière partie 

de l’introduction. Cependant nous nous sommes également concentrés sur une autre fonction encore 

débattue et attribuée aux cryptochromes : leur sensibilité aux champs magnétiques ou 

magnétoreception. Nous verrons finalement qu’un lien existe potentiellement entre ces deux fonctions 

que sont la synthèse des ROS et la magnétoreception. 

 

1.2.1   Rôles des cryptochromes pour la croissance et le développement 

Les effets attribués aux cryptochromes chez A. thaliana en plus des deux principaux (synthèse 

des ROS et magnétoréception) que nous avons étudié sont nombreux : l’élongation des racines, 

l’inhibition de l’élongation de l’hypocotyle, la synthèse de la chlorophylle, l’accumulation des 

anthocyanes, le déclenchement de la floraison, le contrôle des rythmes circadiens, l’ouverture des 

stomates…  

Chez Arabidopsis, alors qu’elles sont sous terre et normalement privées de lumière, les racines 

expriment également CRY1 et CRY2 (Lin et al, 1996 ; Canamero et al, 2006). De plus, la lumière 

affecte de nombreux aspects du développement racinaire, comme l'extension des racines, la croissance 

directionnelle induite par la gravité ou la formation des racines latérales (Feldman et al, 1984). Il a 

été montré que les cryptochromes jouent un rôle essentiel dans l’élongation de la racine primaire 

éxposée à la lumière bleue chez Arabidopsis (Canamero et al, 2006) (Figure 7). La racine primaire 

des mutants non fonctionnels pour CRY1 est significativement plus courte que celle du type sauvage, 

de plus la longueur de la racine des lignées surexprimant CRY1 est considérablement plus importante 

que celle du type sauvage. 
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En revanche, le double mutant non fonctionnel cry1cry2 développe une plus longue racine que 

le mutant CRY1 seul, indiquant que CRY2 inhiberait son élongation. CRY1 et CRY2 agiraient donc 

de manière antagoniste dans l'élongation de la racine principale.  

 Il apparait également que la lumière bleue est beaucoup plus efficace que la lumière rouge pour 

induire le développement des chloroplastes dans les racines d'Arabidopsis. CRY1 semble prédominant 

dans ce processus, mais pourrait nécessiter la présence des phytochromes. CRY1 régule négativement 

la synthèse de la chlorophylle dans les racines, en effet le double mutant nul cry1cry2 ou le mutant nul 

cry1 seul montrent une inhibition de la synthèse de chlorophylle en lumière bleue. A l’inverse le mutant 

nul cry2 seul montre une accumulation de chlorophylle comme le sauvage. Il se pourrait que CRY1 

agisse conjointement avec les phytochromes A et B dans cette régulation car les doubles mutants non 

fonctionnels phyAphyB montrent également une absence de chlorophylle dans les racines. Les 

cryptochromes et les phytochromes étant déjà connus pour réguler d’autres fonctions de façon 

conjointe (Devlin et al, 2000). 

L’inhibition de l’allongement de l’hypocotyle est le premier rôle attribué aux cryptochromes, 

mais des études ultérieures ont décrit de manière plus précise leur implication dans ce processus. Chez 

le mutant homozygote non fonctionnel pour CRY1 un allongement de l’hypocotyle a été observé en 

réponse à la lumière bleue par rapport aux plantes de type sauvage. Une certaine redondance 

fonctionnelle a été mise en évidence entre CRY1 et CRY2 pour cette fonction (Figure 8B) car 

l’hypocotyle du double mutant non fonctionnel cry1cry2 est légèrement plus long que celui du simple 

mutant CRY1. Cependant il apparait que CRY1 est plus déterminant que CRY2 pour ce caractère. 

Figure 7 :  
A : Croissance racinaire chez des plantules d’A. thaliana sauvages ou mutantes soumises à une 
lumière bleue (Canamero et al, 2006). B : Quantité de chlorophylle contenue dans les racines de 
plantules sauvages (Ler) ou mutantes non fonctionnelles pour les cryptochromes (cry) ou les 
phytochromes (phy) après 10 jours d’illumination à la lumière bleue (Usami et al, 2004). 
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Après exposition à la lumière bleue l’accumulation d’anthocyanes est également corrélée avec 

le niveau d’expression de la protéine CRY1 (Ahmad et al, 1998). Les anthocyanes sont des pigments 

naturels des feuilles, des pétales et des fruits, situés dans les vacuoles des cellules, solubles dans l'eau, 

allant du rouge orangé au bleu pourpre. Bien que l’effet de CRY1 soit plus important, on retrouve 

encore une fois une redondance fonctionnelle avec CRY2 car le double mutant cry1cry2 voit sa 

quantité d’anthocyanes diminuer par rapport au mutant cry1 simple. 

 Les gènes Atcry2 et Atcry1 codent pour des récepteurs présentant des similarités : un 

domaine N-terminal de 400 acides aminés hautement conservé et un domaine C-terminal plus court 

(120 acides aminés) mal conservé (similarité de séquence <15% entre Atcry1and Atcry2). 

 Le gène Atcry2 a de nombreuses fonctions redondantes avec Atcry1 (Ahmad et al, 1998 ; 

Lin et al, 1998), malgré les domaines C-terminaux divergents. Néanmoins des rôles distincts lui ont 

été attribués, et la protéine CRY2 pour laquelle il code subit une dégradation  suite de son activation 

par la lumière bleue, en raison de son ubiquitination et de son adressage subséquent au protéasome 

(Lin et al, 1998 ; Yu et al, 2007). Par conséquent, les réponses de CRY2 sont observées 

préférentiellement aux faibles irradiations de lumière bleue et peuvent servir à augmenter la détection 

de la lumière bleue dans des conditions où la lumière est limitante. 

 Il est maintenant bien connu que le passage des plantes de la croissance végétative au 

développement floral est régulé par les récepteurs à lumière rouge (les phytochromes) mais aussi les 

récepteurs à la lumière bleu-ultraviolet (les cryptochromes). Un des rôles notables de CRY2 est de 

raccourcir le temps nécessaire à la floraison lorsque la durée du jour se rallonge (El-assal et al, 2003 ; 

Guo et al, 1998), en conditions normales celle-ci se déclenche lorsque la durée d’ensoleillement 

augmente.  

Figure 8 :  
A : Accumulation des anthocyanines après exposition à la lumière 
bleue chez A. thaliana surexprimant CRY1 (CRY1OE), WT, mutant 
pour CRY1 (cry1) ou mutant CRY1 et CRY2 (cry1cry2). B : Longueur de 
l’hypocotyle après exposition à la lumière bleue. (Ahmad et al, 1998). 
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Plus tard, il a été découvert qu’en présence de CRY2 la quantité de protéine CO était 

significativement plus élevée à la fin des longues journées chez les plantes sauvages que par rapport 

aux mutants déficients en cryptochrome. De plus, l’accumulation de CO va permettre l’accumulation 

de la protéine FT qui va déclencher la formation des organes floraux. CRY2 et CO se lient toutes les 

deux à l’ubiquitine ligase COP1 (constitutive photomorphogenic 1), ce qui pourrait expliquer que la 

fixation de CRY2 à COP1 empêche celle de CO à COP1 en lumière bleue par rapport aux conditions 

d’obscurité (Liu et al, 2008), le mécanisme serait ainsi le même que pour l’ouverture des stomates. 

Encore plus récemment il a été découvert que l’interaction CRY2/COP1 pourrait être liée à une autre 

interaction : CRY2/SPA1. SPA1 est une protéine de type kinase qui se fixe de façon lumière bleue 

dépendante à CRY2, et se fixe également à COP1 en activant la dégradation de CO (Zuo et al, 2011). 

Ces résultat indiquerait que CRY2 (et dans une moindre mesure CRY1) augmente la stabilité de la 

protéine CO par un mécanisme de protection de la dégradation par le protéasome (Turck et al, 2008) 

 

1.2.2   Rôles des cryptochromes au niveau physiologique 

Les rythmes circadiens sont des rythmes d’une durée d’environ 24h au niveau physiologique 

et comportemental et sont un composant ubiquitaire de la vie eucaryote. Ils ont été mis en évidence 

pour la première fois par Jean-Jacques de Marain (1678-1771) qui a remarqué que l’ouverture des 

fleurs de mimosa en fonction du jour ou de la nuit persistait en obscurité. La fonction d'horloge interne 

chez Arabidopsis et de manière générale chez les plantes semble elle aussi régulée à la fois par CRY1 

Figure 9 : 
A : Effet de la durée d’exposition à des jours longs (LD) sur le temps nécessaire 
à la floraison des plantules d’A. thaliana avant transfert en jours courts (SD) 
pour les types sauvages (col) ou mutants cry2 homozygote (cry2-1). B : plantes 
sauvages (WT) et mutantes homozygote cry2 après 30 jours d’illumination 
continue en lumière blanche. (Guo et al, 1998 ; Liu et al, 2017). 
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et CRY2, qui agissent de manière redondante en raccourcissant la durée du jour perçue lors d’une 

exposition à la lumière.  

 

 

Ainsi des études ont montré que des semis d'A. thaliana maintenus dans une obscurité constante 

ont une période circadienne d'environ 36 heures, alors qu'en lumière cette période est progressivement 

raccourcie à 24 heures (Millar et al, 1995 ; Devlin & Kay, 2000). Chez les doubles mutants non 

fonctionnels cry1cry2 la longueur du jour perçue est plus longue de 3h après exposition à la lumière 

bleue (figure 10A).  Les mutants non fonctionnels cry1 ou cry2 seuls présentent une période normale 

de 24h en lumière bleue indiquant une redondance fonctionnelle entre les deux photorécepteurs. 

Un fait important dans ces observations est qu’un rythme robuste d'expression de la luciférase 

sous le contrôle d’un promoteur circadien CAB2, est toujours observé en l'absence de CRY1 et de 

CRY2 (figure 10B). Les cryptochromes participent donc à l’établissement du rythme circadien mais 

sans en être un composant clef. D’autres études ont, elles aussi, mis en évidence que les doubles 

mutants Atcry1/Atcry2 sont entièrement rythmiques dans des conditions appropriées (Yanovsky et al, 

2000). Chez les mammifères en revanche, la perte des deux cryptochromes entraîne une arythmie (van 

der Horst et al, 1999). Ce résultat indique donc une nette divergence dans l'organisation de la 

machinerie circadienne entre les mammifères et les plantes. 

Un des autres rôles attribués aux cryptochromes est de réguler l’ouverture des stomates. Ces 

orifices de petite taille sont présents dans l'épiderme des organes aériens des végétaux, le plus souvent 

Figure 10 :                                                                                                                                                                                    AA 

A : Effet de la lumière bleue et de son intensité sur la longueur du cycle journalier chez des plantules 

d’A. thaliana sauvages (noir) ou mutantes cry1cry2 (blanc). Les résultats  été obtenus par 

construction CAB2::LUC (CAB2 étant un promoteur induit par l’horloge circadienne) B : 

Bioluminescence en fonction du temps chez des plantules d’A. thaliana sauvages (noir) ou 

mutantes (blanc). (Devlin & Kay, 2000). 
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sur la face inférieure des feuilles. Chez les plantes supérieures leur rôle est de permettre les échanges 

gazeux avec l’air ambiant (O2, CO2, vapeur d’eau…), ils sont les principaux responsables des pertes 

hydriques par évapotranspiration et régulent ainsi la pression osmotique. L’ouverture de l’orifice ou 

ostiole, permise grâce à deux cellules de garde est contrôlée par un certain nombre de signaux 

environnementaux ou internes, incluant la lumière, l’humidité, la disponibilité en O2 ou en CO2, les 

phytohormones, le calcium, les espèces réactives de l’oxygène… (Blatt et al, 2000 ; Assmann et al, 

2001 ; Schroeder et al, 2002). Les stomates sont fermés à l'obscurité mais s’ouvrent en réponse à la 

lumière bleue, il apparait que plusieurs photorécepteurs sont responsables de cette ouverture 

(Kinoshita et al, 2001) dont les cryptochromes chez A. thaliana (Mao et al, 2005). 

 

 

 

 

Chez les plantules doubles mutantes non fonctionnelles cry1cry2 il y a une meilleure résistance 

à la sécheresse qui est probablement liée à l’ouverture des stomates. L’ouverture est maximale lorsque 

CRY1 est surexprimé, plus encore que lorsque CRY2 est surexprimé. Il n’y a aucune ouverture en 

revanche chez le double mutant (Figures 11A,  et B). 

Aucune différence pour l’ouverture à l’obscurité ou en lumière rouge n’a été observée, 

indiquant que l’ouverture des stomates médiée par CRY1 et CRY2 est lumière bleue dépendante. Ces 

mêmes études ont également suggéré que la signalisation par le système CRY–COP1 pourrait être le 

responsable de cette régulation car les mutants non fonctionnels COP1 laissent leurs stomates ouverts 

à l’obscurité. COP1, une ubiquitine ligase qui avait déjà été identifiée comme se liant à CRY1 et CRY2 

pour les diriger vers le protéasome (Wang et al, 2001 ; Yang et al, 2001) agirait comme répresseur de 

l’ouverture des stomates, alors que CRY1 et CRY2 pourraient agir comme répresseurs de COP1. 

CRY1 serait également impliqué dans la résistance à certaines bactéries en conditions de lumière 

Figure 11 : 
A : Ouverture des stomates sous différentes 
conditions lumineuses chez A. thaliana 
sauvage, double mutante cry1cry2 ou 
mutante de surexpression cry1 ou cry2. B : 
Observation de l’ouverture des stomates 
chez les différents mutants après exposition 
à la lumière bleue. (Mao et al, 2005) 
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continue, avec une réduction de la production d’acide salicylique (composé aux propriétés 

antiseptiques) mais de façon assez modeste chez les mutants où CRY1 est inactif (Wu & Yang, 2010).  

Le phototropisme est une des fonctions régulées par CRY1 et CRY2 mais de façon assez 

mineure. Les cryptochromes sont nécessaires pour l’inclinaison des jeunes plantules à faible 

luminosité, mais en revanche, lorsque l’intensité d’éclairage augmente, on retrouve une courbure chez 

les mutants cry1cry2 (Ahmad et al, 1998), indiquant l’action d’autres photorécepteurs à la lumière 

bleue (les phototropines). CRY2 pourrait en plus de son rôle dans la floraison réguler la taille des 

fruits, le nombre d’ovules par fruits ou encore le pourcentage d’ovules fécondés. En effet la région 

chromosomique de CRY2 a été identifiée comme responsable de la régulation de ces caractères (El-

Assal et al, 2004). 

Enfin des études ont montré que CRY1 et CRY2 avaient la capacité d’induire des régulations 

transcriptionnelles ou post transcriptionnelles et ce en lumière rouge (Yang et al, 2008).  Ces effets 

pourraient être dus aux interactions directes qui existent entre phytochromes et cryptochromes, ou à 

leur interaction avec des partenaires communs comme COP1. A noter toutefois que les différences 

entre WT et double ko cry1cry2 sont bien plus prononcées en lumière bleue qu’en lumière rouge, 

indiquant un rôle mineur de la lumière rouge sur les cryptochromes. 

 

1.2.3    Rôles des cryptochromes chez les végétaux autres qu’Arabidopsis 

Chez la tomate (Lycopersicon esculentum), quatre gènes codant pour des cryptochromes ont 

été découverts, et des analyses chez les mutants pour ces différents cryptochromes ont indiqué qu’ils 

ont un rôle dans la photomorphogenèse, le raccourcissement des hypocotyles, l’accumulation 

d’anthocyanines et de chlorophylle dans les feuilles ainsi que dans l’accumulation de flavonoïdes et 

de lycopènes dans les fruits (Weller et al, 2001). Des coactions entre cryptochromes et phytochromes 

ont également été indiquées. 

Chez le pois (Pisum sativum), trois cryptochromes ont été identifiés. Ils seraient responsables 

de l’expansion de folioles, l’élongation des entrenœuds, le déclenchement de la floraison, et ils 

présenteraient également une redondance fonctionnelle avec les phytochromes (Platten et al, 2005). 

Chez le colza (Brassica napus), assez proche d’Arabidopsis, un seul cryptochrome a été 

identifié. Des études suggèrent que son rôle serait similaire à celui d’Atcry1 d’A. thaliana concernant 

l’inhibition de l’élongation de l’hypocotyle ou l’accumulation d’anthocyanines (Chatterjee et al, 

2006). 
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Chez les Monocotylédones, des études concernant le rôle des cryptochromes ont également été 

menées. A la différence des dicotylédones, qui ont deux cotylédons et un hypocotyle, les 

monocotylédones n’ont qu’un seul cotylédon appelé coléoptile, et un mésocotyle à la place de 

l’hypocotyle faisant office de tige. Différentes études ont montré que l’élongation du coléoptile est 

inhibée en lumière bleue pour l’avoine (Thornton & Thimann, 1967), le maïs (Wang & Lino, 1997) 

et le riz (Biswas et al, 2003). Par la suite plusieurs cryptochromes ont été identifiés pour l’orge 

(Perrotta et al, 2001), le riz (Matsumoto et al, 2003) ou encore le blé (Xu et al, 2010). 

Les cryptochromes sont égalment exprimés chez les plantes inférieures, comme la mousse 

Physcomitrella patens pour laquelle deux d’entre eux ont été identifiés (Imaizumi et al, 2002). Les 

auteurs de cette étude ont également démontré que les signaux régulés par les cryptochromes régulent 

de multiples processus développementaux chez les mousses, incluant l’induction des branches 

latérales, l’induction et le développement du gamétophyte ainsi que la répression des réponses à 

l’auxine. Une action conjointe entre cryptochromes et phytochromes semble également être à l’œuvre 

chez cette espèce (Uenaka et al, 2005). 

Chez les fougères, la lumière bleue régule aussi une grande variété de réponses physiologiques, 

dont l’inhibition de la germination des spores (Sugai & Furuya, 1985), le phototropisme (Hayami et 

al, 1986), la croissance des frondes (équivalent des feuilles) et du méristème apical (Miyata et al, 

1979) ou encore l’orientation des chloroplastes (Kagawa & Wada, 1994). Cinq cryptochromes ont 

ensuite été identifiés chez Adiantum capillus-veneris (Kanegae & Wada, 1998) indiquant que les 

fougères possèdent la plus large famille de cryptochromes connue à ce jour. 

 

1.3 Les cryptochromes chez les animaux 
 

Chez les animaux, les cryptochromes peuvent être divisés en deux groupes : les cryptochromes 

de type I et II, en fonction de leur rôle dans l'horloge circadienne. Ce mécanisme régulateur endogène 

permet de générer un rythme journalier au niveau du comportement, de la physiologie ou du 

métabolisme avec une périodicité d’environ 24 heures. Ce rythme doit être réajusté chaque jour par la 

lumière pour éviter les décalages possibles. Il est régulé par un certain nombre de régulateurs au niveau 

de la transcription ou de la traduction par des boucles de rétrocontrôle. Au sein de ce système, les 

cryptochromes qui agissent comme des photorécepteurs circadiens peuvent être de deux types : soit de 

type I lorsque leur rôle est dépendant de la lumière, c’est le cas chez la drosophile et les autres insectes. 

Les autres cryptochromes qui agissent indépendamment de la lumière et ayant pour rôle de réprimer 

la transcription d’autres gènes sont de type II, ils sont présents chez la souris, l’Homme et les autres 
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vertébrés. Les chiffres romains sont utilisés pour éviter la confusion avec la numérotation spécifique 

des cryptochromes. Il est à noter que certains animaux possèdent les deux types. Enfin les deux types 

de cryptochromes (I et II) sont distincts des cry-DASH que l’on retrouve également chez certains 

animaux avec une fonction encore inconnue. Les fonctions ou mécanismes régulés par les 

cryptochromes de type I et II sont décrits dans les chapitres suivants. 

 

 

1.3.1 Cryptochromes de type I 
 

Le représentant le plus étudié au sein de cette famille est le cryptochrome de drosophile 

DmCRY. Le génome de drosophile ne contient qu’un seul cryptochrome contrairement à la plupart 

des insectes qui possèdent également un cryptochrome de type II (Zhu et al, 2008). La fonction de 

DmCRY a été identifiée par l’étude de mutants cryb. Ces mutants présentent toujours un comportement 

rythmique journalier mais leur cycle jour / nuit est fortement affecté. Cette particularité a permis 

d’identifier DmCRY comme étant un photorécepteur impliqué dans le maintien de l’horloge 

circadienne par la lumière (Emery et al, 1998 ; Stanewsky et al, 1998). Les mécanismes moléculaires 

de l’horloge circadienne, basés sur des boucles de rétrocontrôle régulant la transcription et la traduction 

sont assez bien conservés entre les insectes et les mammifères (Stanewsky, 2003 ; Yu & Hardin, 

2006). Chez la drosophile, ces mécanismes de synchronisation de l’horloge circadienne par la lumière 

ont depuis longtemps été étudiés. Notons également que les trois scientifiques : Jeff Hall, Michael 

Rosbash et Michael Young ont reçu le prix Nobel de Physiologie et Médecine en 2017 pour leurs 

travaux sur l’horloge circadienne de la drosophile. Ceci montre, une fois de plus, la valeur de la 

drosophile comme excellent modèle pour les études biomédicales.  

Cependant, DmCRY n’est pas un composant essentiel de cette horloge, car les oscillations 

circadiennes persistent chez les mutants cryb en obscurité constante pour certains paramètres comme 

le comportement (voir figure 4) (Stanewsky et al, 1998). Tous ces mécanismes rythmiques ont lieu 

dans le cerveau des drosophiles qui contient environ 150 neurones appelés "neurones d'horloge" qui 

expriment de façon rythmique les gènes de l'horloge circadienne (Yoshii et al, 2015) et contrôlent ainsi 

le rythme journalier du comportement. Les gènes exprimés par ces neurones codent notamment pour 

les protéines TIM, PER, CLK, CYC mais aussi CRY (ou DmCRY), codé par Dmcry (Yoshii et al, 

2008 ; Bénito et al, 2008). En plus de cette horloge centrale au cœur du cerveau, la drosophile possède 

une horloge périphérique qui réside dans de nombreux organes ou tissus comme les antennes, les 

pattes, les ailes, l’abdomen ou les yeux. Des fonctions tissu spécifique sont régulées au sein de ces 
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différentes zones par les gènes de l’horloge qui y sont exprimés (plautz et al, 1997 ; Ito & Tomioka, 

2016). Ces oscillateurs périphériques sont cependant largement contrôlés par l’horloge centrale. 

Les gènes clock (CLK) et cycle (CYC) codent pour des facteurs de transcription qui vont 

former le complexe CLK/CYC qui va activer la transcription de plusieurs autres gènes. En effet 

CLK/CYC se fixe sur des séquences promotrices consensus appelées E-box (CACGTG) présentes 

notamment dans le promoteur des gènes tim et per. Durant la nuit, l’hétérodimère CLK/CYC se lie 

aux E-box de per et tim, entre autres, et active leur transcription, ce qui a pour effet d’accumuler ces 

deux protéines. Les protéines forment ensuite l’hétérodimère stable PER/TIM qui va être phosphorylé 

par des kinases puis adressé au noyau. Dans le noyau, PER/TIM se fixe sur l’hétérodimère CLK/CYC 

et l’inactive. Ce qui conduit à l’inhibition de la transcription de PER, TIM et d’autres gènes contrôlés 

par l’horloge circadienne. PER et TIM sont donc des régulateurs négatifs de l’horloge (Ozturk et al, 

2013).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A l’obscurité, le complexe d’ubiquitination SLIMB/CRL1 est responsable de la dégradation de 

PER, ce qui déstabilise le dimère PER/TIM. En début de journée, la lumière permet l’activation du 

Figure 12 : 
Schéma illustrant La place du cryptochrome au sein de l’horloge circadienne chez la 
drosophile. (Ozturk et al, 2013). 
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cryptochrome, ce qui induit sa fixation sur TIM et déclenche son ubiquitination par la protéine jetlag, 

une ubiquitine ligase, qui finalement entraîner sa dégradation (Koh et al, 2006 ; Peschel et al, 2009). 

PER qui est stabilisée par TIM se dégrade également, ce qui permet l’arrêt de la répression des gènes 

contrôlés par l’horloge circadienne et le redémarrage la phase d’activation de l’horloge. CRY peut 

aussi être dégradé de façon lumière dépendante par sa liaison avec un autre complexe d’ubiquitination : 

BRWD3/CRL4 (figure 12).  

Une autre voie permettant la régulation de CLK et CYC fait intervenir la protéine vrille (VRI) 

et la PAR domain protein 1ε (PDP1ε) qui s’accumulent en fin de journée et en début de nuit. Une 

troisième boucle fait intervenir CWO (clockwork-orange) qui réprime également l’activité CYC et 

CLK, la synthèse de PER et TIM, et sa propre synthèse par rétrocontrôle. Le rôle de cette protéine 

serait de maintenir l’amplitude journalière d’expression des composants de l’horloge (Lim et al, 2007). 

En dépit de leur apparente indépendance ces boucles se régulent entre elles car, chez les drosophiles 

mutantes cryb, le niveau d’expression des gènes Pdp1ε et vri est affecté au niveau des yeux et du 

cerveau (Collins et al, 2006). 

Les interactions entre CRY, TIM et PER expliquent, de manière simple, comment les 

mécanismes de l’horloge sont réinitialisés par la lumière. Cependant, ces mécanismes sont plus 

complexes car PER et TIM sont également dégradés par un mécanisme différent, lorsque l’obscurité 

est maintenue (Grima et al, 2002). D’autres études ont montré que certaines kinases régulaient aussi 

les niveaux de transcription de PER et TIM (Kloss et al, 1998). De plus, tous les neurones d’horloge 

n’expriment pas CRY (Yoshii et al, 2008) et le cryptochrome est lui-même très instable en présence 

de lumière, ce qui indique que l’intensité de la lumière régule négativement le niveau de protéine 

(Emery et al, 1998). Enfin, contrairement au rôle de régulateur positif des gènes contrôlés par CLK et 

CYC qu’on pourrait attribuer à DmCRY, des études ont mis en évidence que cette protéine agit comme 

répresseur transcriptionnel des gènes activés par CLK / CYC (Collins et al, 2006).  

Bien que DmCRY soit le seul cryptochrome codé par le génome de la drosophile, la simplicité 

apparente de son mécanisme s’estompe si l'on tient compte de la diversité des fonctions biologiques 

affichées par cette seule protéine. Il apparait que DmCRY aurait un rôle indépendant de la lumière 

toujours dans le maintien des rythmes circadiens de manière similaire aux cryptochromes de type II, 

et ce grâce à la température (Krishnan et al, 2001). Cette découverte a entrainé de nouvelles 

investigations qui ont révélé que DmCRY intervient dans certaines régulations transcriptionnelles en 

absence complète de lumière chez les pupes de drosophile (Vieira et al, 2012). Plus d’une centaine de 

gènes sont régulés par DmCRY à l’obscurité dont presque la moitié est impliquée dans les réponses 
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aux stress et aux ROS. Cette activité à l’obscurité indiquerait qu’une petite portion du stock de 

cryptochrome est lié à une flavine déjà réduite qui n’a pas à être photoréduite pour activer la protéine. 

Il apparait également que les cryptochromes de type I, dont le modèle de référence est DmCRY,  

montrent des réponses lumière-dépendantes très robustes aussi bien chez les mouches vivantes que sur 

des cultures cellulaires de cellules d’insecte (Chaves et al, 2011).  

Comme chez Arabidopsis, les réponses de DmCRY sont observées avec la lumière bleue et UV 

en dessous de 500nm avec un maximum aux alentours de 450nm. Le spectre d’activation de DmCRY 

se superpose partiellement au spectre d’absorption de la flavine dans la lumière visible (VanVickle-

Chavez & Van Gelder, 2007). Des expériences sur des protéines purifiées et isolées ont montré qu’à 

l’obscurité, la protéine est liée à une flavine oxydée qui peut être réduite sous forme anionique par la 

lumière bleue (Berndt et al, 2007), ce qui active les fonctions biologiques du cryptochrome (Hoang 

et al, 2008). Ce même mécanisme d’oxydation/réduction a été également mis en évidence par 

fluorescence en utilisant des cultures de cellules d’insecte Sf21 (la lignée Sf21 a été obtenue à partir 

d’ovaires du stade larvaire de Spodoptera frugiperda, elle est principalement utilisée pour sa capacité 

à produire des protéines codées par un baculovirus recombinant) (Hoang et al, 2008). Ces observations 

suggèrent que le même processus de photoréduction de la flavine a lieu chez les plantes et les insectes, 

car on retrouve dans les deux cas un cycle de photoréduction / réoxydation de la flavine (Berndt et al, 

2007 ; Bouly et al, 2007 ; Lin et al, 2018).  

 
Un lien entre cryptochrome, rythmes circadiens et longévité a récemment été mis en évidence 

(Rakshit & Giebultowicz, 2013). Chez la drosophile, des régulations mutuelles entre rythmes 

circadiens et vieillissement avaient déjà été établies avec certains composants de l’horloge comme le 

gène period dans des modèles de maladies neurodégénératives (Krishnan et al, 2012). Chez les jeunes 

mouches, une forte amplitude des oscillations d’expression des gènes de l’horloge comme tim, per, vri 

ou pdp1ε est observée quotidiennement. Une diminution de ces oscillations chez des mouches âgées 

entrainent une activité et / ou un sommeil fragmenté (Rakshit et al, 2012 ; Rakshit & Gebultowicz, 

2013). Une nouvelle étude a été menée pour tenter de restaurer l’expression des gènes de l’horloge et 

le comportement des mouches en fonction du jour ou de la nuit. Elle a permis d’attribuer un nouveau 

rôle à DmCRY, celui de contrer les effets du vieillissement en surabondance d’oxygène (hyperoxie) 

en restaurant l’expression journalière des gènes de l’horloge (Figure 13). 
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Les mouches âgées qui surexpriment CRY présentent une augmentation de l’amplitude 

d’expression des gènes de l’horloge dont PER et TIM en fonction du cycle jour/nuit. Elles montrent 

aussi un meilleur taux de survie avec l’âge en conditions d’hyperoxie (H). Des expériences 

complémentaires ont également montré que la quantité de protéines carbonylées dans les têtes de 

drosophiles âgées était réduite et que l’activité locomotrice était plus importante chez ces mêmes 

mouches surexprimant CRY. Ces résultats sont à mettre en parallèle avec ceux qui ont montré que 

DmCRY régule des gènes impliqués dans les réponses aux ROS et aux stress (Vieira et al, 2012) 

D’autres cryptochromes de type I comme celui du papillon monarque, sont impliqués dans 

l’orientation durant la période migratoire. Chaque automne, des millions de papillons monarques 

voyagent de l’est des Etats-Unis et du nord du Canada jusque dans une petite zone au centre du 

Mexique où ils passent l’hiver, ils parcourent ainsi 4000km. Pour cela, ils ont besoin d’une carte et 

d’une boussole dont le soleil est la principale composante. Plusieurs études suggèrent un rôle des 

photorécepteurs, notamment ceux de l’horloge circadienne, pour l’orientation des papillons par le 

soleil et la lumière ultraviolette polarisée (Reppert S-M, 2007). La modification du timing des cycles 

jour/nuit, tout comme la suppression des gènes de l’horloge, perturbent l’orientation du vol. Deux des 

gènes de l’horloge étant CRY1, un cryptochrome de type 1 et CRY2 de type II (Kyriacou et al, 2009). 

Comme chez la drosophile CRY1 régule négativement les régulateurs centraux de l’horloge qui sont 

les homologues de CLOCK et CYCLE par sa liaison à TIM et PER en coopération avec CRY2 

Figure 13 : 
A : Abondance relative des ARNm per en fonction du jour ou de la nuit chez des mouches âgées (50j) 
surexprimant CRY (tim > CRY), mutantes non fonctionnelles pour CRY (tim > CRYB), ou sauvages 
(timGAL4/+). B : courbes de survie des mêmes drosophiles sauvages ou mutantes en conditions 
normales d’oxygène (normoxie : N) ou de forte abondance en oxygène (hyperoxie : H) (Rakshit & 
Gebultowicz, 2013). 
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(Chaves et al, 2011). CRY1 est exprimé dans les neurones d’horloge du cerveau mais aussi dans 

d’autres tissus avec les autres gènes de l’horloge. Ils sont tous probablement impliqués dans certains 

aspects de la migration, principalement par la détection de la durée du jour qui varie en fonction de la 

latitude. De la même manière que CRY2 chez A. thaliana qui déclenche la floraison lorsque les jours 

se rallongent, les cryptochromes du monarque, en association avec d’autres gènes de l’horloge 

pourraient déclencher la migration lorsque les jours raccourcissent. Ce mécanisme permettrait 

également aux papillons de repérer leur latitude au fur et à mesure de la migration (Reppert et al, 

2010). Une hypothèse à été émise quant à la sensibilité magnétique de CRY1  et CRY2 pour 

l’orientation des monarques par le champ magnétique terrestre (Kyriacou C, 2009 ; Reppert et al, 

2010). 

 
1.3.2 Cryptochromes de type II 

 
De manière analogue à la découverte des cryptochromes de type I chez la drosophile, c’est en 

recherchant des gènes analogues à la photolyase qu’ont été découverts les cryptochromes de type II 

chez les mammifères (Hsu et al, 1996). Ces protéines nommées hCRY1 et hCRY2 chez l’Homme ont 

également des homologues qui ont été identifiés chez la souris : mCRY1 et mCRY2 (Kobayashi et al, 

1998) qui sont fortement exprimés au niveau de la rétine et des noyaux suprachiasmatiques et semblent 

comme chez la mouche, avoir un rôle majeur dans la régulation des rythmes circadiens (Miyamoto & 

Sancar, 1998). Chez les mammifères et notamment chez les souris, la rétine contient des molécules 

photoréactives aussi bien pour la vision que pour les réponses lumière dépendantes aux rythmes 

circadiens. Les opsines, localisées au sein des cônes et les bâtonnets sont utilisées pour la vision, mais 

leur rôle dans les régulations circadiennes n’est pas encore connu. Un petit groupe de cellules 

rétiniennes ganglionnaires émettent des projections jusqu’aux noyaux suprachiasmatiques (NSC) dans 

l’hypothalamus, connus comme étant le centre régulateur des rythmes circadiens. Ces cellules 

ganglionnaires qui n’expriment pas d’opsines expriment, en revanche, les cryptochromes 1 et 2. De 

plus, les noyaux suprachiasmatiques expriment eux-mêmes mCRY1 et mCRY2 de façon circadienne 

(Miyamoto & Sancar, 1998). Ces données ont amené les spécialistes à suggérer leur rôle de régulateur 

circadien chez les mammifères. Afin de vérifier cette hypothèse, des mutants knock-out pour CRY1 et 

CRY2 ont été générés (Van Der Horst et al, 1999), il apparait que le rythme jour/nuit est totalement 

aboli au niveau du comportement lorsque les souris sont maintenues à l’obscurité totale (Figure 14). 

L’arrhythmicité est immédiate pour les souris doubles mutantes à l’obscurité, alors que chez d’autres 

souris simples mutantes mCRY1 ou mCRY2, on observe seulement un décalage temporel de l’activité 

locomotrice avec le temps tout en maintenant les rythmes. 
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Figure 14 : 
Actogramme (ou phénotype d’activité locomotrice 
circadienne) de souris sauvages (A) ou double mutantes 
pour mCRY1 et mCRY2 (B). Les zones grisées représentent 
les périodes d’obscurité, une ligne représente 2 journées 
complètes, les illuminations sont stoppées au bout de 20 
jours. Les petits traits noirs correspond à des périodes 
d’activité sur une roue circulaire (Van Der Horst et al, 
1999). 

 

 

Ces expériences montrent qu’en plus d’être essentiels pour le maintien du rythme à l’obscurité 

(Figure 14A), ils sont impliqués individuellement sur la longueur de la période circadienne. En 

revanche en conditions d’alternance jour / nuit (figure 14B), mCRY1 et mCRY2 ne sont pas impliqués 

dans l’horloge circadienne. Ce rôle pourrait être rempli par la mélanopsine, un photorécepteur 

circadien chez les mammifères (Semo et al, 2003). 

A l’instar de celle des insectes, l’horloge circadienne mammifère fonctionne par des boucles 

de rétrocontrôle au niveau de la transcription et de la traduction (Figure 15). Le complexe 

CLOCK:BMAL1 joue ici le rôle de régulateur central, il se fixe sur les E-box des gènes contrôlés par 

l’horloge, ces séquence sont conservées entre la mouche et la souris. Ce complexe active donc la 

transcription d’un grand nombre de gènes, sachant qu’approximativement 40% du génome de souris 

est exprimé de façon rythmique en fonction du jour ou de la nuit (Zhang et al, 2014). Parmi ces gènes 

régulés un groupe de répresseurs a été identifié : cry1, cry2, per1 et per2 qui agissent par une boucle 

de rétrocontrôle. Les protéines PER et CRY s’associent en hétéromultimères puis entrent dans le noyau 

et répriment le complexe CLOCK:BMAL1 (Brown et al, 2005). Des données récentes supposent 

même que CRY peut réprimer seul CLOCK:BMAL1 (Stratmann et al, 2010). Une autre boucle 

faisant intervenir ROR et REV-ERB permet au contraire de favoriser l’expression des gènes régulés 

par l’horloge dont BMAL1 (Gustafson et al, 2015). La dégradation journalière de PER et CRY permet 

de réduire la répression de  CLOCK:BMAL1. Les régulations transcriptionnelles de CRY1 sont 

primordiales pour le maintien d’un cycle de 24h, tout comme les régulations post traductionnelles de 

CRY1 et CRY2 (Busino et al, 2007). Leur stabilité serait régulée par FBXL3, une ubiquitine ligase 

nucléaire qui induit leur dégradation par le protéasome et par d’autres ubiquitine ligase dans le 

cytoplasme (Yoo et al, 2013). 
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La molécule KL001 a été caractérisé par sa liaison aux deux cryptochromes, au niveau de la 

poche dans laquelle se trouve la FAD, et ce de façon compétitive avec FBXL3. Cette compétition 

permet la stabilisation de ces deux protéines en empêchant leur dégradation et le rallongement de la 

période circadienne ; cet exemple montre la capacité du cryptochrome à être une cible thérapeutique 

pour les troubles liés à l’horloge circadienne (Nangle et al, 2013). Plusieurs investigations ont 

démontré que CRY1 et CRY2 ont des fonctions distinctes, seul CRY1 est capable de générer de façon 

autonome un rythme circadien dans des tissus autres que les NSC, contrairement à CRY2, bien que les 

bases moléculaires de ces différences soient inconnues (Evans et al, 2012). D’autres publications 

récentes montrent que les régulations transcriptionnelles de CRY1 et CRY2 ne s’arrêtent pas à leur 

interaction avec CLOCK:BMAL1, en effet ils semblent se lier indirectement à plus de 16 000 loci à 

travers le génome de la souris (Koike et al, 2012). 

Depuis peu, d’autres rôles en dehors des régulations circadiennes ont été attribués aux 

cryptochromes de type II chez les mammifères comme le montre la Figure 16. Ces rôles concernent 

la régulation du métabolisme et la maintenance de l’intégrité cellulaire et génomique par la détection 

de l’état de la cellule.  

 

Figure 15 : 
Schéma général des connaissances actuelles sur mécanismes moléculaires de 
l’horloge circadienne des mammifères. Les CCG sont tous les gènes régulés 
positivement ou négativement par les régulateurs centraux CLOCK et BMAL1 
(Kavakli et al, 2017). 
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Chez les rongeurs, l’interruption de l’horloge circadienne modifie la voie de l’insuline et 

conduit à l’obésité (Shi et al, 2013). CRY1 et CRY2 participent à l’homéostasie du glucose en 

interagissant avec le récepteur aux glucocorticoïdes, inhibant la transcription des gènes qui sont 

responsables de cette homéostasie (Lamia et al, 2011), ce faisant, ils limitent l’hyperglycémie induite 

par les glucocorticoïdes. D’autres équipes ont identifié une interaction entre les cryptochromes et la 

sous-unité Gas d’un récepteur couplé aux protéines G permettant ainsi de moduler la voie AMPc/Creb 

pour limiter la glycogenèse hépatique lors du jeûne (Zhang et al, 2010). L’homéostasie du glucose en 

général est sévèrement perturbée chez les souris déficientes en cryptochrome. 

Les cryptochromes ont des similarités structurelles avec les photolyases, enzymes réparant 

l’ADN. Bien que ne réparant pas directement l’ADN, les cryptochromes interagissent avec des voies 

cellulaires en réponse aux dommages à l’ADN (Kang et al, 2010). Chez les mammifères, il existe une 

protéine TIM comme chez la drosophile, mais celle-ci a des rôles distincts de la régulation de l’horloge 

circadienne. En effet elle module, entre autre, la réparation de l’ADN par la voie ATR-Chk1 qui 

Figure 16 : 
Schéma représentatif de l’état des connaissances sur l’ensemble des rôles attribués aux 
cryptochromes chez les mammifères (Michael et al, 2017). 
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contrôle les checkpoints lors du cycle cellulaire (Chou & Elledge, 2006). Une étude a montré que 

CRY1 est capable de se lier à TIM. Cette liaison entre en compétition avec l’interaction TIM/ATR-

Chk1, ce qui permet de moduler cette voie de réparation de l’ADN (Kang & Leem, 2014). De même, 

la liaison PER2/CRY1 entre également en compétition avec la liaison TIM/CRY1. En plus de réguler 

la stabilité de CRY1 ces interactions pourraient expliquer le décalage du rythme circadien en réponse 

aux stress génotoxiques (Engelen et al, 2013). 

De nombreuses études épidémiologiques ainsi que des experiences chez la souris montrent 

qu’une perturbation des rythmes circadiens comme la lumière de nuit ou le travail en rotation peut 

conduire à une augmentation de l’incidence des cancers (Papagiannakopoulos et al, 2016 ; Mteyrek 

et al, 2017). De plus, chez des souris dont on a réalisé une ablation des NSC, on observe une 

accélération du développement des tumeurs (Fillipski et al, 2002). Du fait de leur implication indirecte 

dans la réparation des lésions de l’ADN par la voie ATR-Chk1 on pourrait penser que l’absence de 

CRY1 et CRY2 contribue à augmenter l’incidence des cancers. Cependant, des études in vivo sur des 

souris doubles knockout pour CRY1 et CRY2 n’ont révélé aucune différence avec les souris sauvages 

(Gauger & Sancar, 2005). En revanche, chez des modèles de souris sensibles au développement des 

cancers (mutantes pour le gène suppresseur de tumeur p53), la délétion des deux cryptochromes a un 

effet protecteur, et allonge la durée de vie des souris. Ces mêmes études ont montré que les fibroblastes 

de souris triples knockout p53/CRY1/CRY2 induisent plus facilement l’apoptose en réponse aux UV 

en comparaison au simple knockout p53, impliquant par-là les cryptochromes dans la transmission des 

signaux apoptotique indépendamment de p53 (Ozturk et al, 2009). Ces résultats pourraient attribuer 

aux cryptochromes un rôle clé dans les approches de chimiothérapie concernant les tumeurs ou p53 

est inactif. 

Chez l’Homme, les cryptochromes sont exprimés dans presque tous les tissus dont la rétine et 

les NSC (Spek et al, 1996). Bien qu’ils soient insensibles à la lumière, certaines études montrent une 

augmentation de l’expression de hCRY1 en réponse à la lumière bleue, ce qui pourrait venir d’un effet 

indirect (Chen et al, 2005). Des modèles d’expression des protéines hCRY1 ont été utilisés chez la 

drosophile pour déterminer si il pouvait y avoir une conservation (en terme de fonction) dans la cellule 

entre les cryptochromes de type I et II (Vieira et al, 2012). Celles-ci ont montré que hCRY1 possède 

une activité biologique chez la drosophile à l’obscurité et contre toute attente également à la lumière. 

Elles ont également révélé qu’à l’obscurité les cryptochromes de type II dont fait partie hCRY1 sont 

liés à une flavine déjà réduite, alors que chez la drosophile et les plantes la lumière bleue sert à la 

réduction de la flavine. Cette différence fondamentale du point de vue biochimique pourrait expliquer 

les divergences fonctionnelles entre les cryptochromes de type I et II. Toutefois, chez des cellules Sf21 
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surexprimant hCRY1, une photoréduction de la flavine par la lumière bleue a été observée, 

contredisant toutes les observations réalisées jusqu’alors sur l’activité indépendante de la lumière des 

cryptochromes de mammifères (Hoang et al, 2008). 

Bien que l’on connaisse partiellement les voies signalétiques et les partenaires des 

cryptochromes végétaux, de type I ou de type II et leurs différents rôles au sein de l’horloge circadienne 

animale ou végétale, les mécanismes de conversion du signal lumineux en réponse biologique 

appropriée sont toujours activement en cours d’étude. Ceux-ci suscitent toujours de nombreux débats 

notamment concernant le photocycle de la flavine, le rôle de chaque acide aminés dans ce processus 

ou encore le changement conformationnel permettant la liaison aux partenaires permettant l’activité 

biologique. Il serait donc nécessaire de comprendre la genèse de ces signaux lorsque les effets obtenus 

sont indépendants de la lumière comme c’est le cas pour les cryptochromes de type II.  

 

2.   ACTIVATION ET SIGNALISATION DES CRYPTOCHROMES 

Les mécanismes d’activation et de signalisation des cryptochromes ont de grandes similarités 

mais également de nombreuses spécificités entre espèces comme nous allons le voir. 

2.1       Activation du photocycle et réduction de la flavine 

 
2.1.1    Photoréduction de la flavine 
 

Le chromophore principal des cryptochromes pour l’activation el la signalisation, la flavine 

adénine dinucléotide, est un transporteur de deux électrons au maximum que l’on peut retrouver dans 

trois états redox différents : état oxydé (FAD), état semi réduit (sous forme anionique FAD•- ou neutre 

FADH•) ou état totalement réduit (anionique FADH- ou neutre FADH2) (Figure 17). Parmi ces 

différentes formes, seules les flavines oxydées et semi-réduites sous forme anionique absorbent une 

quantité significative de lumière (400–500nm). De plus, le spectre d’action du cryptochrome 

concernant l’inhibition de l’élongation de l’hypocotyle correspond au spectre d’absorption de la 

flavine sous forme oxydée (Ahmad et al, 2002). Ces résultats sont cohérents avec le fait que la FAD 

oxydée soit le photopigment actif in vivo pour les cryptochromes. Il a également été proposé que la 

flavine oxydée puisse correspondre à l’état fondamental chez les cryptochromes d’Arabidopsis du fait 

de leur capacité d’absorption. Lorsque CRY1 du gène Atcry1 est exprimé en cellules d’insecte pour 

ensuite être purifié, la flavine est retrouvée sous forme oxydée (Lin et al, 1995). Sous illumination en 

lumière bleue, la flavine de CRY1 purifié peut être converti sous forme neutre semi réduite FADH•. 
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Cette nouvelle forme a la caractéristique de pouvoir absorber la lumière verte. Puis, si l’on prolonge 

l’illumination on obtient la forme totalement réduite FADH- ou FADH2  qui reste capable d’absorber 

quelques longueurs d’onde du domaine visible.  

 
Figure 17 : 
Schéma représentatif des 
cinq formes redox possibles 
pour la flavine ainsi que leur 
possible interconversion 
(d’après Liu et al, 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

De façon similaire à CRY1, CRY2 contient également une flavine sous forme oxydée qui peut 

être réduite par l’absorption de lumière bleue comme l’ont montré des expériences utilisant la 

résonance paramagnétique électronique sur des protéines in vitro (Banerjee et al, 2007). L’addition 

de lumière verte, en plus de la lumière bleue, supprime certains effets induits par le cryptochrome 

comme l’inhibition de l’élongation de l’hypocotyle ou l’accumulation d’anthocyanines pour CRY1 

mais aussi le déclenchement de la floraison pendant les jours courts pour CRY2 ainsi que sa 

dégradation dépendante de la lumière bleue (Bouly et al, 2007, Banerjee et al, 2007). L’effet 

antagoniste entre lumière bleue et lumière verte a donné lieu à l’établissement d’un nouveau modèle 

(Figure 18) permettant d’expliquer le cycle de photoréduction de la flavine.  

 
Figure 18 : 
Schéma représentant le modèle actuel à trois 
états du photocycle des cryptochromes chez 
Arabidopsis. Les 3 formes redox possibles sont 
représentées ainsi que leur état d’activité pour la 
signalisation des cryptochromes (Bouly et al, 
2007). 
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Selon ce modèle, la flavine est à l’état oxydé (FAD) à l’obscurité, sous forme semi réduite 

FADH• en lumière bleue, ou totalement réduit (FADH-) par l’addition de lumière bleue ou verte. La 

forme FADH2 n’est pas observable lors du photocycle des cryptochromes. Grâce à la présence de 

lumière bleue, la flavine oxydée passe à un état excité noté FAD* qui permet la récupération d’un 

électron d’un tryptophane dans son environnement proche. La photoréduction de la flavine oxydée 

vers son état excité en flavine semi réduite déclenche un changement conformationnel permettant la 

transduction d’un signal par la liaison à des partenaires protéiques. Selon ce modèle, la forme 

totalement réduite ne confère aucune activité biologique au cryptochrome mais peut, en revanche, 

s’oxyder à nouveau à l’obscurité pour terminer le photocycle et revenir à la forme FAD. Après 

purification du cryptochrome, il est possible de suivre, in vitro, l’interconversion entre forme oxydée 

et semi réduite grâce aux spectres d’absorption, car ceux-ci diffèrent selon l’état redox de la flavine. 

Lorsqu’elle est oxydée, l’absorbance est maximale aux alentours de 450nm et diminue lorsqu’elle se 

réduit. A l’inverse l’absorbance est maximale pour les UV vers 350nm avec la forme semi réduite et 

diminue lors de l’oxydation (Liu et al, 2010). 

 
Figure 19 :  
A : Spectres d’absorption pour la protéine CRY2 d’Arabidopsis purifiée en fonction de l’intensité de 
lumière bleue utilisée (μmol m−2 s−1). B : Spectres d’absorption de CRY2 obtenus après illumination 
en lumière bleue à 200 μmol m−2 s−1c pensant 20 secondes et remis en obscurité, les spectres sont 
analysés à différents temps après le retour à l’obscurité (Procopio et al, 2016). 

 

Ces spectres d’absorption permettent également de calculer certains paramètres cinétiques des 

cryptochromes comme la demi-vie de réoxydation de la flavine ou le rendement quantique (l’efficacité 

de la photoréduction par rapport à la quantité de photons). Le temps nécessaire pour revenir à la forme 

oxydée est de quelques minutes chez Arabidopsis, les demi-vies de la forme FADH• pour CRY1 et 

CRY2 avant sa réoxydation étant respectivement d’une et deux minutes (Procopio et al, 2016). Bien 

que la forme totalement réduite anionique existe in vivo, elle n’est présente qu’en très faible proportion 
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comparé aux formes oxydées et semi-réduites. L’étape de conversion entre forme semi réduite et 

totalement réduite est très inefficace, on peut donc simplifier davantage le modèle en un modèle à deux 

états (FAD / FADH•). Chez des photolyases purifiées, l’état de la flavine est semi réduit à l’obscurité, 

ce qui inactive la protéine, mais elle est totalement réduite à la lumière, ce qui permet une activité 

catalytique pour la réparation de l’ADN (Aubert et al, 2000).  

Pour CRY1, Les mécanismes permettant la réduction de la flavine impliquent trois 

tryptophanes (Zeugner et al, 2005). Ces trois tryptophanes, qui se situent au niveau du domaine PHR, 

sont selon de nombreuses études, les donneurs d’électron permettant la réduction de la FAD. Ils sont 

hautement conservés, car ils correspondent aux acides aminés W324, W377 et W400 chez CRY1, et 

aux résidus W321, W374 et W397 chez CRY2. Chez les photolyases, trois tryptophanes : W306, W359 

et W382 permettent également un transfert d’électron vers la flavine (Aubert et al, 2000). Leur 

localisation dans la protéine est très proche de la poche contenant la FAD et au sein de laquelle la 

réduction a lieu (Liu et al, 2016). La conservation de ces tryptophanes témoigne de leur importance, 

car lorsque l’un de ces trois résidus est remplacé par une alanine ou une phénylalanine, causant un 

minimum de perturbations conformationelles, mais étant inertes du point de vue redox, la flavine ne 

peut pas être réduite. En effet, plusieurs études in vitro utilisant les protéines CRY1 et CRY2 montrent 

que la présence de ces trois tryptophanes est nécessaire à la photoréduction (Liu et al, 2010 ; Li et al, 

2011) aussi bien pour CRY1 que pour CRY2 chez Arabidopsis.  

 

Figure 20 : 
A : Structure protéique partielle du domaine PHR de CRY2 chez Arabidopsis montrant 
partiellement la poche dans laquelle vient se fixer la flavine (en turquoise). Les trois 
tryptophanes permettant le transfert des électrons sont représentés en violet, les distances en 
Å sont précisées et le trajet des électrons correspond à la ligne noire en pointillés. B : modèle 
simplifié du  transfert des électrons entre la flavine et les tryptophanes (Ahmad M, 2016 ; 
modifié d’après Hore & Mouritsen, 2016).  
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D’autres observations in vivo utilisant les mêmes mutants des trois tryptophanes montrent que 

l’activité photoréductrice est réduite par rapport aux protéines sauvages (Ahmad M, 2016 ; El-Esawi 

et al, 2015 ; Hoang et al, 2008). L’activité photoréductrice résiduelle observée chez ces simples 

mutants pourrait être due à des voies alternatives pour le transfert des électrons qui n’apparaissent pas 

in vitro car elles nécessiteraient la présence de certains métabolites (ATP, ADP, NADH). Ces 

métabolites ont été décrits comme amplifiant des voies alternatives au photocycle classique, 

impliquant d’autres tryptophanes comme W376 et W331 chez CRY2 et même une tyrosine à proximité 

de la flavine (Engelhard et al, 2014). Une autre étude a révélé l’importance d’un aspartate au niveau 

de la poche contenant la flavine pour l’établissement du photocycle. Lorsque celui-ci est remplacé par 

une asparagine (mutation D396N) une réduction complète de la flavine en lumière bleue est observée. 

Cette réduction complète confère chez ce mutant pour CRY1 une habilité à réparer l’ADN simple brin 

(Burney et al, 2012). Cet aspartate est donc indispensable au maintien de la forme active semi réduite 

de CRY1. Il été envisagé que la déprotonation de cet aspartate suite à la réduction de la FAD pourrait 

déclencher le changement conformationnel à l’origine de l’activité de CRY1 (Thöing et al, 2015). 

Ce processus à l’origine de la réduction de la flavine est extrêmement rapide, les ordres de 

grandeur sont plus ou moins les mêmes entre les cryptochromes et les photolyases. Le premier transfert 

d’électron entre le premier tryptophane (W397 chez CRY1) et la flavine excitée par la lumière bleue 

a lieu en moins d’une picoseconde. Une paire de radicaux se créée de façon 

transitoire (FAD•−/Trp1H•+). Cette réaction peut être réversible. Si ce n’est pas le cas, la réaction se 

stabilise par un second transfert d’électron entre premier et le second tryptophane, puis entre le 

deuxième et le troisième, en un temps relativement plus long (≈100ps). A la fin de la réaction en chaine, 

le dernier tryptophane Trp3H•+ exposé au solvant se déprotone en quelques centaines de 

nanosecondes. Par le processus inverse, la flavine est capable de réduire les tryptophanes. Or des 

réducteurs externes rentrent en compétition avec la FADH•, et réduisent le radical neutre Trp3•. Cette 

compétition permet à la forme FADH• de se stabiliser (Muller et al, 2015 ; Brazard et al, 2011 ; 

Aubert et al, 2000). 

Ces tryptophanes sont de plus probablement essentiels au maintien de la structure secondaire 

et/ou tertiaire des cryptochromes, car lorsque CRY2 subit une substitution d’un seul tryptophane par 

une alanine induit un changement conformationnel à la surface de la protéine qui rend CRY2 

constitutivement actif et ce indépendamment de la lumière (Li et al, 2011).  

A la différence de ce qui se produit chez les plantes, les cryptochromes animaux de type I 

réduisent la FAD en radical anionique semi réduit : FAD•− qui se ré-oxyde à nouveau à l’obscurité en 
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conditions aérobies (Zoltowski et al, 2011). Une triade de tryptophanes (W420, W397 et W342) est 

responsable de la photoréduction de la flavine, avec des voies alternatives de transfert des électrons à 

partir d’autres tryptophanes que ceux de la triade et également présents autour de la flavine. Des 

expériences comprenant des cellules insectes recombinantes exprimant DmCRY ont montré que cette 

triade est essentielle pour la photoréduction de la FAD en FAD•− (Ozturk et al, 2008). L’état semi-

réduit FAD•− a initialement été proposé comme étant à l’origine de l’état actif de la protéine (Hoang 

et al, 2008 ; Vaidya et al, 2013). Selon ce modèle l’état fondamental de la flavine serait l’état oxydé 

FAD qui se réduirait en FAD•− en présence de lumière bleue. Plusieurs évidences en faveur de ce 

modèle ont été obtenues par différentes expérimentations. Le fait que le spectre d’absorption de la 

lumière responsable de la dégradation de DmCRY se superpose au spectre d’absorption de la flavine 

oxydée, ou bien que DmCRY surexprimé en cellules d’insecte contiennent une flavine sous forme 

oxydée qui est réduite sous forme FAD•− en lumière bleue corrobore ce modèle (Hoang et al, 2008). 

De nouvelles études concernant la structure et le mode d’activation de DmCRY renforcent l’exactitude 

de ce modèle (Vaidya et al, 2013 ; Lin et al, 2018). D’autres études centrées sur le changement 

conformationnel (Ganguly et al, 2016), ainsi que celles de notre équipe (Arthaut et al, 2017) qui 

incluent l’étude des ROS ou du champ magnétique confirment, elles aussi, ce modèle de 

photoréduction. 

Une triade de trois tryptophanes est également présente au niveau du PHR des cryptochromes 

de mammifères dont ceux de l’Homme (Liu et al, 2010). La protéine hCRY1 purifiée ou en cellule 

d’insecte Sf21 est capable de subir une photoréduction à la lumière (Hoang et al, 2008) bien que les 

formes précises d’oxydoréduction de la flavine qui en seraient responsable n’aient pas été identifiées. 

Cependant aucune étude n’a encore corrélé cette photoréduction à une activité de régulation génétique 

chez les mammifères. Les mécanismes à l’origine de la réduction et n’impliquant pas la lumière restent 

pour l’instant inconnus. Sachant que les mammifères sont plus volumineux et denses que les feuilles 

et les insectes, et souvent nocturnes, il paraitrait logique que les cryptochrome qui font partie de 

l’horloge circadienne soient régulés autrement que par une absorption directe de lumière. A l’exception 

de quelques études sur hCRY1 éxprimé chez la drosophile (Vieira et al, 2012 ; Gelder et al, 2003), 

aucune étude n’a pu montrer que cette protéine était capable de réguler la transcription sous l’effet de 

la lumière. Sachant que hCRY1 est exprimé dans presque tous les tissus humains, il pourrait subir une 

photoréduction dans certains tissus comme la rétine ou la peau. Toutefois pour expliquer les effets 

lumière-indépendants des cryptochromes de mammifères il faudrait envisager d’autres mécanismes. 

Un nombre croissant de preuves attestent que des interactions ont lieu entre l’horloge circadienne et 

de multiples voies redox intracellulaires notamment métaboliques, dont la voie de biosynthèse du 
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cofacteur redox NAD+ (Pritchett & Reddy, 2017). Il est donc possible que la réduction de la flavine 

soit cycliquement contrôlée par des agents réducteurs cellulaires dont la proportion serait elle-même 

contrôlée par l’horloge circadienne, entretenant ainsi le cycle. Néanmoins ces hypothèses restent à 

confirmer. 

 
2.1.2    Rôle du changement conformationnel pour la liaison aux partenaires 

 

Chez Arabidopsis, les domaines C-terminaux soumis à un changement conformationnel ont 

une longueur de 180 et 110 acides aminés respectivement chez CRY1 et CRY2. En l’absence du 

domaine PHR, qui permet la photoréception, la partie C-terminale est constitutivement active, elle est 

capable d’intéragit avec les partenaires protéiques et permet de remplir en permanence les fonctions 

des cryptochromes en l’absence de lumière (Yang et al, 2000 ; Yu et al, 2007). Un motif de 80 acides 

aminés appelé NC80, faisant partie du domaine C-terminal, est dé-réprimé après un changement 

conformationnel induit par la lumière bleue (Yang et al, 2016). Des études utilisant un laser pulsé sur 

la protéine CRY1 ont confirmé qu’un changement conformationnel avait bien lieu mais que celui-ci 

disparaissait avec une protéine CRY1 tronquée de son domaine C-terminal (Kondoh et al, 2011). 

Selon certains modèles, la libération de ce motif, qui reste emprisonné à l’obscurité pourrait être due 

à la phosphorylation ayant lieu dans la partie C-terminale. Celle-ci est directement corrélée à l’intensité 

et à la durée d’exposition à la lumière (Shalitin et al, 2003) et pourrait être l’élément déclencheur du 

changement conformationnel. La surface protéique de CRY1 au niveau du domaine PHR est 

principalement négative (Brautigam et al, 2004), il pourrait donc se produire une répulsion 

électrostatique avec les charges négatives des groupements phosphate. Cependant, le changement 

conformationnel détecté pour CRY1 d’A. thaliana survient en quelques millisecondes (Kondoh et al, 

2011), ce qui est probablement beaucoup trop rapide pour que la phosphorylation ait lieu avant. De 

plus, la zone masquée avant le changement de conformation pourrait être nécessaire à la fixation des 

kinases. Ce changement conformationnel serait à l’origine de la libération du motif NC80 qui 

correspond à une région terminale permettant la signalisation par la liaison aux partenaires. Ce 

mécanisme d’activation a également été identifié chez CRY2 et pourrait expliquer en partie la 

régulation de la floraison par CRY2 (Yu et al, 2007).  

Malheureusement aucune information n’a été obtenue sur la structure 3D du domaine C-

terminal car celui-ci semble très difficile à analyser par cristallographie ou toute autre méthode du fait 

que sa structure semble très irrégulière. De plus sa structure est très difficile à prédire in silico. Ceci 

implique que les modèles de repliement de la partie C-terminale ne sont que théoriques et donc à 
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prendre avec beaucoup de précaution (Figure 22). Récemment des études par dichroïsme circulaire 

ont suggéré qu’une portion de 50 acides aminés, adjacents à la cavité de la flavine, étaient d’une grande 

importance pour le déploiement de la partie C-terminale en réponse à la lumière. Ce résultat indiquerait 

un lien potentiel de cause à effet entre réduction de la FAD, restructuration des acides aminés 

environnants dont l’aspartate 396 et la libération de la partie C-terminale (El-Esawi et al, 2015).  

 

 
 
Figure 21 : 
A gauche : Modélisation de la structure secondaire et tertiaire de la protéine CRY1 d’A. thaliana grâce 
au programme Phyre2. Les résidus allant du bleu à l’hélice orange centrale correspondent au PHR, et 
le domaine C-terminal commence après celle-ci et se termine à la partie rouge. A droite : 
Représentation schématique de la conformation protéique de DmCRY aux environs de la queue C-
terminale (rouge), on observe plusieurs structures comme la boucle phosphate (rose) ou le couvercle 
C-terminal (jaune) (Zoltowski et al, 2011). 
 

Bien qu’il subsiste une incohérence quant au site exact de l’interaction des cryptochromes avec 

leurs partenaires, il existe un consensus selon lequel la majorité d’entre eux se fixent au niveau du N-

terminal et que la lumière bleue soit le déclencheur de ce mécanisme par l’induction de la 

photoréduction et du changement conformationnel en C-terminal (Kondoh et al, 2011 ; Partch et al, 

2005).  

Chez la drosophile, DmCRY contient lui aussi une queue C-terminale (CTT) en forme d’hélice 

qui se situe à la surface de la protéine près de la cavité contenant la flavine. Elle est tout aussi essentielle 

pour la signalisation que chez les plantes (Vaidya et al, 2013). In vivo, DmCRY est moins stable à la 

lumière qu’à l’obscurité et l’est encore moins si on lui retire la CTT (Busza et al, 2004 ; Rosato et al, 

2001), celle-ci permettrait donc une bonne stabilité dans cette région. La structure tridimensionnelle 

de la protéine DmCRY est aujourd’hui entièrement connue (Figure 21), et on peut remarquer que la 

CTT est séquestrée par plusieurs structures autour d’elle regroupant différents résidus comme le "C-
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terminal lid", le "protrusion motif" ou la "phosphate binding loop". Les différences structurelles entre 

DmCRY et les photolyases montrent que la reconnaissance de la CTT se fait à la place de l’ADN. 

Mécaniquement, lors de sa photoréduction, la flavine subit une distorsion, ce qui influe directement 

sur les résidus voisins dont certains sont directement en contact avec l’hélice de la CTT (Zoltowski et 

al, 2011). Dans une étude plus récente, la photoréduction a été directement reliée à la protonation d’une 

histidine dans l’environnement de la CTT. Cette protonation déclenche une altération des liaisons 

hydrogène environnantes qui induisent l’éjection de la CTT de sa cavité et ce de façon très rapide, de 

l’ordre de 25ns (Ganguly et al, 2016). Le temps pendant lequel la protéine sera active est quant à lui 

beaucoup plus long, de l’ordre de quelques minutes. Ces études permettent d’expliquer le lien qui 

existe entre la photoréduction, le changement conformationnel et la signalisation avec les partenaires 

comme TIM. En effet, lorsque la CTT est relâchée de sa cavité en présence de lumière bleue elle se 

retrouve davantage exposée à la protéolyse, cela concorde avec le fait que DmCRY interagit avec 

jetlag, une ubiquitine ligase qui induit l’ubiquitination de TIM et DmCRY (Koh et al, 2006 ; Peschel 

et al, 2009). Toutefois, certaines études affirment que DmCRY est polyubiquitiné par un complexe 

d’ubiquitination, et cela notamment grâce à la protéine BRWD3, car lorsque celle-ci est inactive, la 

dégradation de DmCRY est fortement réduite (Ozturk et al, 2013). Cette CTT pourrait donc être 

fortement impliquée dans la liaison aux partenaires. Une étude récente montre que les modifications 

globales dans la structure de DmCRY sont parfaitement modélisables par le repositionnement de la 

CTT en dehors de sa cavité et que la région de DmCRY qui se fixe à la protéine TIM ressemble à la 

CTT (Vaidya et al, 2013). Chez d’autres animaux comme le poulet, des changements structurels 

notamment du cryptochrome 4 ont également été identifiés, et cela en réponse à la lumière (Watari et 

al, 2012), ce qui laisse penser que ce mécanisme est hautement conservé dans l’évolution. 

Chez les mammifères, des mécanismes similaires ont lieu, cependant la lumière n’est pas 

indispensable à ce phénomène. Chez la souris on retrouve également une queue C-terminale d’une 

centaine d’acides aminés pour mCRY1 et mCRY2. Elle est nécessaire pour la répression de 

BMAL1/CLOCK car la délétion complète de la partie C-terminale inhibe l’activité du cryptochrome 

et rend impossible l’inactivation de BMAL1/CLOCK par CRY/PER2 (Chaves et al, 2006 ; Tamanini 

et al, 2007). La CTT est associée à une hélice alpha à la fin du PHR pour former une structure qui 

permet la liaison directe avec la protéine de l’horloge BMAL1 (Czarna et al, 2011). Il apparait que 

l’interaction entre les cryptochromes et BMAL1 a lieu à la fois au niveau de la queue C-terminale et 

au niveau d’une poche secondaire du domaine PHR (Rosenweig et al, 2018). Ces études pourraient 

potentiellement être intéressantes pour concevoir de nouvelles molécules thérapeutiques capables de 

réguler l’horloge circadienne. 
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2.2       Signalisation et liaison aux partenaires 

 

2.2.1 Localisation cellulaire et stabilité  
 

L’immense majorité des études qui ont été réalisées chez les plantes et les animaux suggèraient 

déjà que l'action du cryptochrome avait lieu dans le noyau. Les principaux arguments en faveur de 

cette théoriie venaient de leur proximité structurelle avec les photolyases qui se doivent d’être liées à 

l’ADN pour sa réparation. Mais ce sont des analyses par fluorescence qui vont d’abord confirmer cette 

théorie chez Arabidopsis. Elles ont confirmé que CRY1 et CRY2 étaient tous les deux localisées à la 

fois dans le cytoplasme et le noyau et que CRY2 est une protéine presque exclusivement nucléaire qui 

de plus possède une séquence NLS dans sa partie C-terminale (Guo et al, 1999). La partie C-terminale 

de CRY2 seule est même suffisante pour cette localisation, et la présence ou non de lumière ne semble 

pas affecter l’activité de localisation de la séquence NLS. Aucune NLS n’a été retrouvée chez CRY1, 

ce qui n’empêche pas la protéine d’être également localisée dans le noyau. L’homologue de CRY1 est 

également retrouvé dans le cytoplasme et le noyau des cellules chez d’autres plantes comme le riz ou 

la fougère (Matsumoto et al, 2003 ; Imaizumi et al, 2003). Cette présence de CRY1 dans le 

cytoplasme pourrait permettre certaines fonctions distinctes des protéines CRY1 localisées dans le 

noyau (Wu & Spalding, 2007). 

Concernant les cryptochromes de type I, nos études, réalisées chez des cellules d’insecte Sf21 

surexprimant la protéine DmCRY, ont mis en évidence une localisation de la protéine DmCRY dans 

le noyau en réponse à la lumière bleue (Arthaut et al, 2017). Des résultats similaires avaient déjà mis 

en évidence un phénomène de relocalisation de CRY2 d’A. thaliana en cellules Sf21 en réponse à la 

lumière bleue (Jourdan et al, 2015). Une des explications à ces phénomènes pourrait être que le 

changement conformationnel induit par la lumière faciliterait l’accessibilité de la séquence NLS aux 

transporteurs nucléaires. 

En ce qui concerne les cryptochromes animaux de type II, il est maintenant clairement 

démontré qu’ils s’accumulent dans le cytoplasme et se fixent aux protéines PER chez les mammifères. 

Ces complexes sont ensuite transloqués dans le noyau. Au cours de plusieurs analyses moléculaires, 

une séquence NLS a été mise en évidence aussi bien chez les protéines PER que chez les 

cryptochromes (Zhu et al, 2003 ; Hirayama et al, 2003). De plus le domaine PHR de mCRY1 possède 

deux séquences NLS. Cependant la relocalisation nucléaire tout comme l’activité biologique de la 

protéine mCRY1 par liaison aux partenaires ne nécessite pas la présence de ces séquences NLS, la 
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liaison seule avec PER2 est en effet suffisante (Tamanini et al, 2007). Récemment l’importine 

nucléaire KPNB1 a été identifiée comme essentielle à la relocalisation nucléaire de PER et CRY. La 

perte de cette protéine abolit la rythmicité des gènes de l’horloge et le comportement cyclique jour/nuit 

(Lee et al, 2015). Les premières études sur les souris ont montré que mCRY1 était adressé à la 

mitochondrie mais peu présent ailleurs, alors que mCRY2 était principalement présent dans le noyau 

(Kobayashi et al, 1998). 

 

La plupart des cryptochromes deviennent instables à la lumière, leur demi-vie d’activation 

oscille entre 1 à deux minutes chez les plantes à 5 minutes chez la drosophile (Arthaut et al, 2017). 

Chez Arabidopsis, CRY2 subit une dégradation par le protéasome 26S alors que CRY1 est stable (Lin 

et al, 1998 ; Yu et al, 2009). Chez les cryptochromes de mammifères, une dégradation dépendante de 

la lumière a été détectée pour hCRY1 exprimé chez la drosophile (Hoang et al, 2008), de manière 

similaire à ce qui a été observé pour les complexes COP1 / CRY2 et jetlag / CRY. 

 

2.2.2    Liaison à l’ATP et phosphorylation 

 

Bien qu’aucune interaction directe entre les cryptochromes et l’ADN n’ait été détectée jusqu’à 

ce jour, il apparait que la molécule d’ATP est capable de se fixer au niveau de la poche contenant la 

flavine et d’induire une autophosphorylation dépendante de la lumière bleue. Cette observation a été 

faite in vivo et in vitro chez des plantules d’Arabidopsis aussi bien pour CRY1 que pour CRY2 

(Shalitin et al, 2002 ; Shalitin et al, 2003) (Figure 22A). Aucun autre substrat que le domaine N-

terminal n’a été identifié pour l’activité kinase du cryptochrome. De plus aucun rôle physiologique n’a 

clairement été attribué à cette autophosphorylation. Néanmoins, il semblerait qu’elle permette une 

stabilisation de la flavine sous sa forme semi réduite FADH• (Burney et al, 2009). La forme semi 

réduite de la flavine permettant au cryptochrome d’avoir une activité biologique, cette 

autophosphorylation pourrait jouer un rôle significatif dans la stabilisation de la conformation active 

du cryptochrome. La disponibilité en ATP dans la cellule pourrait donc moduler l’activité des 

cryptochromes. En accord avec cette hypothèse, notre équipe a mis en évidence que l’ATP permettait 

une voie alternative de transfert d’électrons pour la photoréduction (El-Esawi et al, 2015). La liaison 

à la poche de la flavine pourrait augmenter la flexibilité de certains résidus et/ou permettre un meilleur 

alignement des résidus, créant des opportunités pour le transfert des électrons (Engelhard et al, 2014).  
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La phosphorylation de CRY1 pourrait être réalisée par deux mécanismes, une 

autophosphorylation qui a été observée in vitro au niveau N-terminal, et une phosphorylation réalisée 

par des kinases végétales dans la région C-terminale et observable uniquement in vivo (Chaves et al, 

2011). Seules quelques unes de ces kinases ont été identifiées comme PPK123 et PPK124 (Liu et al, 

2017). En revanche l’autophosphorylation n’est pas détectable pour CRY2 (Ozgur & Sancar, 2006) 

qui ne présente qu’un seul type de phosphorylation réalisée en C-terminal par d’autres kinases 

végétales comme CK1.3 et CK1.4 (Tan et al, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les spectres d’absorption montrent que l’ajout d’ATP permet d’augmenter la proportion de 

flavine réduite (Figure 21). Cette phosphorylation, que l’on observe à la lumière disparait peu à peu à 

l’obscurité et est absente chez les mutants inactifs pour CRY1 ou CRY2, suggérant que l’activité 

biologique du photorécepteur est directement corrélée à son état de phosphorylation, car en effet seul 

la forme active des cryptochromes est phosphorylable. On peut faire l’hypothèse que la 

phosphorylation des cryptochromes stabilise leur forme active semi-réduite. Toutefois, la 

phosphorylation lumière bleue dépendante de CRY2 déclenche également son ubiquitination et sa 

dégradation (Liu et al, 2017). Cependant la phosphorylation des cryptochromes chez les végétaux est 

plus complexe à appréhender car l’ATP est capable de se fixer à la protéine en obscurité tout en 

induisant un changement conformationnel. Il semblerait également que plusieurs résidus soient 

phosphorylables parmi les sérines, thréonines et tyrosines du domaine N-terminal (Shalitin et al, 

2003). Bien que la phosphorylation soit maintenant identifiée comme influant sur l’activité de CRY1 

et de CRY2 (Liu et al, 2017), il est impossible de dire si elle est réellement nécessaire à l’activité 

biologique in vivo et si oui jusqu’à quel point. En effet, en substituant les 13 sérines phosphorylables 

Figure 22 : 
A : Analyse par Western blot de la phosphorylation de CRY1 chez 
des plantules d’A. thaliana après 15 ou 30min d’illumination en 
lumière bleue à une intensité variable. B : Spectre d’absorption 
de CRY1 purifiée à l’obscurité ou à la lumière bleue avec ou sans 
ATP (Shalitin et al, 2003 ; Burney et al, 2009) 
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en C-terminal pour CRY2, seuls des effets mineurs ont été observés au niveau biologique (Wang et 

al, 2015). Il reste néanmoins à déterminer l’implication de l’autophosphorylation en N-terminal dans 

l’activité biologique de CRY1.  

Concernant les cryptochromes de type I, les mécanismes de phosphorylation sont peu connus. 

La phosphorylation d’une thréonine pour DmCRY a été néanmoins détectée par spectrométrie de 

masse et cristallographie. Celle-ci pourrait jouer un rôle dans le maintien de la conformation du 

domaine C-terminal (Zoltowski et al, 2011). 

 Chez les mammifères et plus particulièrement chez la souris, la phosphorylation du 

cryptochrome a été largement étudiée, et semble mieux comprise que chez les plantes. Au moins cinq 

kinases différentes se sont révélées être impliquées dans la phosphorylation du cryptochrome et ce de 

façon lumière indépendante (Sanada et al, 2004 ; Kurabayashi et al, 2010; Hirano et al, 2014 ; Liu 

& Zhang, 2016). Ces kinases incluent "l’adénosine monophosphate-activated protein kinase" 

(AMPK), la "glycogen synthase kinase 3β " (GSK3β), la "DNA-dependent protein kinase (DNA-PK)" 

ou encore la  "mitogen-activated protein kinase" (MAPK). Ces études ont montré que la 

phosphorylation du cryptochrome le déstabilise mais augmente son activité. Lorsque la 

phosphorylation est inhibée des distorsions apparaissent concernant la période circadienne.  

 

2.2.3    Liaison à des partenaires et transduction du signal 

 

Chez les cryptochromes de type I, l’activation par la lumière permet la liaison à différents 

partenaires qui sont tous des composantes de l’horloge circadienne ou bien des ubiquitines ligases qui 

vont entrainer la dégradation du cryptochrome ou de ses partenaires protéiques . Chez A. thaliana les 

partenaires se liant au cryptochrome ainsi que la transduction du signal qui s’en suit sont aujourd’hui 

étudiés de manière intensive. Il a été mis en évidence au niveau mécanistique que CRY1 et CRY2 

interagissaient tous les deux avec CIB1 et SPA1 (Liu et al, 2011) en réponse à une exposition à la 

lumière bleue. CRY1 et CRY2 sont de plus tous les deux capables de s’homodimériser; cette fonction 

se révèlant être essentielle pour leurs différentes activités (Sang et al, 2005 ; Yang et al, 2016). Le 

domaine PHR serait responsable de la formation de ces dimères (Figure 23). 
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SPA1 (suppressor of PHYA-105 1) et ses protéines associées SPA2 et SPA4 forment avec 

COP1 un complexe d’ubiquitine ligase qui réprime la photomorphogenèse en inhibant notamment 

l’expression du gène HY5, un facteur de transcription de type leucine zipper qui se fixe sur le 

promoteur de nombreux gènes régulés par la lumière (Osterlund et al. 2000; Lau & Deng 2012). A 

l’obscurité, le complexe COP1/SPA1 ubiquitine HY5, provoquant sa dégradation. A la lumière, ce 

complexe est inactivé par l’intervention de CRY1 et CRY2 qui se fixent sur SPA1, ce qui permet 

l’accumulation de HY5 dans le noyau (Liu et al, 2011 ; Zuo et al, 2011) ou de la protéine CO pour 

CRY2, qui induit l’expression du gène FT (Turck et al, 2008). Le mécanisme exact de ces interactions 

reste cependant à élucider. Les différences d’affinité entre CRY1 et CRY2 pour SPA1 pourraient 

expliquer leurs différences en matière d’activité (Liu et al, 2015). Les phytochromes en plus de se lier 

aux cryptochromes (Ahmad et al, 1998) se lient aussi à SPA1 en présence de lumière rouge et 

permettent la dissociation de COP1 et SPA1 (Sheerin et al, 2015). Ces études peuvent expliquer les 

convergences fonctionnelles entre cryptochromes et phytochromes sous des conditions lumineuses 

variées.  

Figure 23 : 
Schéma théorique expliquant le dépliement de CRY1 et CRY2 par la lumière 
bleue après dimérisation des domaines PHR et la phosphorylation des 
domaines C-terminaux (CCE) par des kinases encore peu connues. La liaison 
aux partenaires peut ensuite avoir lieu dans le but d’accumuler les protéines 
HY5 et CO pour l’établissement de leurs fonctions  (Liu et al, 2016). 
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CIB1 (cryptochrome-interacting basic-helix-loop-helix 1) est la première protéine chez les 

plantes qui a été identifiée comme se fixant sur CRY2 de façon lumière dépendante (Liu et al, 2008). 

Par son interaction avec CRY2, CIB1 régule positivement le déclenchement de la floraison en se fixant 

également sur la G-box (CACGTG) du promoteur du gène FT qui code pour un régulateur 

transcriptionnel qui va permettre, au niveau du méristème, la transcription des gènes de l’identité 

florale (Corbesier et al, 2006). Néanmoins, il est possible que CIB1 se fixe à plusieurs autres protéines 

bHLH (CIB3, CIB4, CIB5) in vivo car elle est capable de se fixer à plusieurs box différentes. A 

l’opposé aucun lien n’a pu être établi entre CRY1 et CIB1. 

Selon le modèle principal d’activation du cryptochrome, la région N-terminale subit une 

photoréduction qui est convertie en changement conformationnel dans la partie C-

terminale, permettant la signalisation. En accord avec ce modèle, la partie C-terminale de CRY1 se 

fixe sur COP1 (Yang et al, 2001), de plus CRY1 interagit avec SPA1 par son domaine C-terminal 

(Lian et al, 2011). En revanche, le site de liaison de CRY2 à SPA1 ou CIB1 ne se situe pas dans la 

partie C-terminale de CRY2 mais dans son domaine PHR (Liu et al, 2008 ; Zuo et al, 2011). Le 

domaine PHR est donc d’une grande importance pour la signalisation. En appui à ces observations, 

une étude a récemment montré que le PHR de CRY1 fusionné à une séquence NLS est capable 

d’induire seul, une inhibition de l’élongation de l’hypocotyle. Cette inhibition se produit donc 

indépendament de toute fixation sur COP1; indiquant par là un rôle indépendant de la signalisation 

COP1. De plus 34% des gènes régulés par CRY1 sont même régulés par PHRCRY1-NLS (He et al, 

2015 ; Liu et al, 2016). La régulation des gènes par le PHR de CRY1 fonctionne de façon antagoniste 

aux phytohormones comme l’auxine ou les gibbérellines, signifiant peut-être un rôle du PHR dans les 

voies de signalisation régulées par ces hormones.  

Récemment, PIF3 et PIF4, deux facteurs de transcription de type bHLH (comme CIB1), ont 

été reconnus comme se fixant à CRY1 et CRY2 dans le noyau. Les cryptochromes régulent directement 

l’activité de ces deux facteurs de transcription, déjà connus comme interagissant avec les 

phytochromes. PIF3 et PIF4 régulent la croissance induite par la lumière bleue, la lumière rouge et la 

température par leur fixation sur les séquences promotrices E-box (Pedmale et al, 2016). Il est 

probable que d’autres facteurs de transcription se fixent sur CRY1 et CRY2, ceux-ci restent à identifier. 
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3.   NOUVEAUX ROLES DES CRYPTOCHROMES EN LIEN AVEC NOS TRAVAUX  

Nos différents travaux se sont focalisés sur deux nouveaux champs d’étude des cryptochromes : 

- Leur lien avec les ROS, car il est maintenant de plus en plus accepté que les cryptochromes, 

par leur photocycle, sont capables d’induire la synthèse de certains ROS ; et par conséquent de 

permettre potentiellement une régulation d’un certain nombre de paramètres physiologiques, 

morphologiques ou comportementaux modulés par la présence de ces espèces réactives de 

l’oxygène (Consentino et al, 2015). 

 

- Leur rôle dans la magnétoreception. En effet il a été depuis longtemps suggéré que les 

cryptochromes pouvaient jouer le rôle de magnétorécepteur sur la base des observations 

d’oiseaux migrateurs qui utilisent une boussole magnétique nécessitant de courtes longueurs 

d’onde lumineuses pour pouvoir s’orienter (Ritz et al, 2000).  

Les mécanismes moléculaires sous-jacents, les fonctions cellulaires régulées par ces deux 

composantes ainsi que leur lien étroit avec les cryptochromes sont décrits, ci-dessous, de façon 

détaillée. 

 

3.1    Rôle des cryptochromes dans le stress oxydatif 

 

3.1.1      Généralités sur les ROS chez les végétaux et les animaux 

Chez les plantes, les ROS ont de multiples fonctions dans l’acclimatation, la germination, le 

développement et la signalisation de manière générale. Les ROS en tant qu’oxydants des protéines 

altèrent leur fonctionnement, et en tant qu’oxydant des lipides ils permettent le relargage de composés 

actifs dans la signalisation (Dietz et al, 2016). Cependant les mécanismes sous-jacents à leur 

homéostasie sont encore mal connus du fait de leur haute réactivité, des difficultés à les détecter 

spécifiquement ou de leur implication dans un très grand nombre de processus biologiques. 

 

3.1.1.1   Homéostasie et régulation dans la cellule 

De manière générale, les conditions environnementales comme la lumière, la température, la 

limitation des ressources en eau et en minéraux ou bien les attaques d’insectes ou de pathogènes sont 

les principales causes de stress environnementaux qui conduisent à une activation de certaines voies 
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par les ROS. Ils sont situés dans de nombreux compartiments cellulaires, et même dans 

l’environnement extracellulaire. Leur localisation spatiale et temporelle associée à leur spécificité de 

réaction leur confère des signalisations spécifiques dans la cellule.  

 

 

 

 

 

 

Certains de leurs rôles prennent place dans les chloroplastes, la mitochondrie, les peroxysomes 

qui sont de puissants générateurs de ROS et autres signaux redox lors de processus tels que la 

photosynthèse, la photorespiration ou la respiration. Les peroxysomes sont considérés comme une 

importante source de molécules signaux et ont la capacité de produire ou piéger de grandes quantités 

de ROS. Certains de ces organites, qui produisent de l’ATP, par un système de transfert d’électron et 

dans un environnement riche en oxygène, vont conduire à la formation des principaux ROS : 1O2, O2
•− 

ou H2O2. L’oxygène singulet 1O2 est un état excité très réactif du dioxygène O2 qui peut être formé 

lors de la réaction entre l’O2 et la chlorophylle dans son état triplet (Krieger-Liszkay A, 2005). Une 

autre source de sa production peut venir des mécanismes de défense contre les pathogènes. Durant 

ce processus, la plante produit des phytoalexines qui vont à leur tour générer du 1O2 (Flors & 

Nonell, 2006). Contrairement à O2
•− et H2O2, la formation d’oxygène singulet ne résulte pas d’un 

transfert d’électron à l’oxygène, en revanche un des électrons est délocalisé dans une orbitale de 

plus haute énergie. Sa demi-vie très courte dans la cellule est d’environ 200ns (Gorman & Rogers, 

1992). Le superoxyde est généré dans différents compartiments ainsi que dans l’apoplasme ou la 

membrane plasmique, sa source principale de production résulte de la réduction du dioxygène par 

un électron issu de la photosynthèse. Il est également produit par certaines oxydases comme les 

NADPH oxydase (NOX) ou les Respiratory Burst Oxidase Homologs (RBOH) (Jajic et al, 2015), 

Figure 24 :  
Schéma récapitulant les différentes causes 
environnementales responsables de la 
synthèse des différents ROS chez les 
végétaux (modifié d’après Jajic et al, 
2015). 
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sa demi-vie dans la cellule est de quelques microsecondes (Dat et al, 2000). Le peroxyde 

d’hydrogène est produit de deux manières : soit à partir du superoxyde soit à partir d’oxydases 

comme l’oxalate oxydase (Hu et al, 2003), sa demi-vie in vivo est plus longue, environ 1ms (Quan 

et al, 2008).  

Ces ROS ont une incidence au niveau de l’expression génétique des génomes mitochondriaux, 

chloroplastiques et nucléaire (Kleine & Leister, 2016). Il reste toutefois à comprendre comment ces 

signaux passent d’un organite à un autre. Les membranes notamment, jouent le rôle de barrières ou de 

ponts pour réguler le transport des protéines ou métabolites mais également les échanges redox. Les 

antioxydants aussi peuvent être échangés entre compartiments et ils régulent l’accumulation des ROS, 

permettant le maintien de certaines fonctions métabolique comme l’assimilation de l’azote ou du 

carbone. Les organelles eux-mêmes ont une plasticité morphologique et peuvent développer des 

extensions comme les stromules, les peroxules ou les matrixules par lesquels des molécules signal 

comme les ROS peuvent circuler et jouent un rôle crucial dans la communication entre organelles 

(Noctor & Foyer, 2016). L’apoplasme permettrait également le stockage des ROS et leur transport 

entre des cellules potentiellement éloignées (Parsons & Fry, 2012). Des avancées significatives ont 

eu lieu ces dernières années à propos de l’interconnexion entre les organelles qui régulent l’état redox 

de la cellule (Dietz et al, 2016).  

Certaines enzymes permettent aussi la détoxification des ROS comme les ascorbate 

peroxydases (APX) ou les 2-Cys peroxyredoxines qui sont en première ligne pour éliminer le H2O2 

des chloroplastes, certaines peroxyredoxines se trouvent également dans les mitochondries ou les 

peroxysomes (Awad et al, 2015). Les catalases se situent principalement dans les peroxysomes 

(Mhamdi et al, 2012) et permettent la conversion de H2O2 en H2O. Les superoxydes dismutases sont 

spécialisées dans la détoxification de l’ion superoxyde en catalysant la réduction ou l’oxydation d’O2
•− 

en H2O2 ou O2. Ce sont elles qui déterminent la demi-vie du superoxyde. Le superoxyde peut aussi 

réagir avec l’oxyde nitrique •NO pour former le peroxynitrite ONOO−, une espèce réactive de l’azote 

qui comme les ROS peut endommager l’ADN et les protéines. Les substrats nécessaires à ces 

peroxydases pour cette détoxification dans les chloroplastes sont les ferrédoxines, thiorédoxines, le 

NADPH, le glutathion ou l’ascorbate (Foyer & Noctor, 2016). Ces agents antioxydants permettent le 

contrôle de l’état redox dans les cellules et lorsque leur capacité antioxydante est dépassée par la 

quantité de ROS présente, des dommages aux lipides, aux protéines et à l’ADN commencent à 

apparaître. 
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Ils pourraient  même jouer un rôle d’intermédiaire dans la signalisation par les ROS (Han et 

al, 2013), mais la redondance fonctionnelle de certaines enzymes est peut être une des raisons pour 

lesquelles il est si difficile d’étudier séparément les voies régulées par les ROS. Notre connaissance 

des mouvements intracellulaire de ces molécules signal reste très incomplète. Certains transporteurs 

membranaires ont été identifiés pour l’ascorbate (Miyaji et al, 2015) mais la plupart sont inconnus 

pour les autres molécules signal. Certains systèmes chez les mitochondries et les chloroplastes utilisent 

des navettes à travers la double membrane pour réaliser un transport indirect à partir du NAD(P) vers 

le malate et l’oxaloacétate (Kinoshita et al, 2011). Certains transporteurs d’eau comme les 

aquaporines sont également capable de faire transiter, d’un organite à l’autre, des molécules signal 

dont le H2O2 (Bienert & Chaumont, 2014). Certains ROS comme le superoxyde ou l’oxygène 

singulet ont des durées de vie trrès courtes, ce qui laisse supposer qu’ils seraient incapables de diffuser 

des chloroplastes ou des mitochondries jusque dans le noyau, et ne pourraient donc pas moduler 

l’activité des protéines nucléaires. H2O2 est bien plus stable et sa quantification donne des résultats 

bien plus élevés. Les études réalisées sur le H2O2 le désignent aujourd’hui comme un messager 

Figure 25 : 
Schéma récapitulatif de la synthèse ainsi que la circulation de ROS dans la 

cellule végétale. L’abréviation AOX correspond à une oxydase alternative, 

GO à glycolate oxydase et PTOX à oxydase terminale du plaste (Dietz et al, 

2016).  
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cellulaire omniprésent et indispensable au même titre qu’une poignée d’autres petites molécules signal 

comme Ca2+, l’AMPc ou l’IP3.  

 

3.1.1.2   Quelques effets des ROS au niveau de la cellule ou de l’organisme 

Il est important de garder à l’esprit que les ROS n’ont pas qu’un rôle de destruction de certains 

composants cellulaires, à forte concentration ils occasionnent en effet des dommages aux cellules, mais 

à des concentrations plus modérées ils jouent des rôles importants pour la signalisation. D’où la 

difficulté à établir des thérapies à base d’antioxydants (Stanner et al, 2004)). Les principaux ROS 

chez les plantes que sont 1O2, H2O2, O2
•− ou encore des groupements hydroxyle OH• permettent en 

plus le déclenchement de réponses qui permettent à leur tour de protéger la cellule contre le stress 

oxydatif et de rétablir l’homéostasie redox. Ces dernières années, un nombre croissant d’études a mis 

en évidence une régulation par les ROS de certains processus biologiques chez les plantes dont voici 

quelques exemples : 

- La régulation de la disponibilité en fer est en  partie due aux ROS : ZAT12, un facteur de 

transcription dont l’expression est stimulée par la présence des ROS interagit avec le régulateur 

central de la déficience en fer FIT en inhibant sa fonction, ce qui inhibe l’absorption du fer et 

la formation de radicaux hydroxyles très toxiques. A l’inverse, certaines protéines, notamment 

impliquées dans la photoréception, influent sur la quantité de ROS présent dans la cellule. La 

lumière qui permet la photosynthèse est un des principaux facteurs déclencheurs de la 

formation des ROS dans les chloroplastes. Cette formation pourrait être modulée par les gènes 

fhy3 et far1 déjà connus comme interagissant avec le phytochrome A en lumière rouge. Ces 

deux gènes contrôleraient l‘expression des gènes photosynthétiques en fonction de la quantité 

de lumière disponible car en faible lumière il n’y a plus d’accumulation de ROS. De plus, ces 

gènes activent l’expression d’enzymes connues pour réguler l’homéostasie des ROS comme la 

RBOH (Le et al, 2016). 

 

- Il est également connu que les ROS influent sur certaines voies en coopération avec les 

phytohormones comme l’auxine, les brassinostéroïdes, les gibbérellines, l’acide abscissique ou 

l’éthylène dans le but de réguler la croissance des plantes et leur tolérance aux stress. Beaucoup 

d’hormones déclenchent elles-mêmes une accumulation de ROS de manière souvent indirecte, 

en faisant intervenir d’autres enzymes comme les NOX ou les RBOH qui vont permettre la 

synthèse du H2O2. Mais dans la plupart des cas les mécanismes moléculaires qui régulent ces 
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enzymes restent inconnus, d’autres molécules signal pourraient être impliquées comme le 

calcium Ca2+ ou l’oxyde nitrique NO, tous deux impliqués dans la signalisation par les ROS et 

les hormones (Xia et al, 2015). Les ROS agissent aussi conjointement aux phytohormones lors 

de la germination après l’intégration de multiples facteurs environnementaux. Selon sa 

concentration, H2O2 réprime ou active la germination (Lariguet et al, 2013). 

 

- Certains messagers secondaires des voies activées par les ROS sont des produits directement 

oxydés par ces ROS. L’oxygène singulet qui est responsable de l’oxydation des caroténoïdes 

dans les chloroplastes produit un de ses dérivés oxydés : le β-cyclocitral qui est probablement 

un messager secondaire qui induit l’activation des gènes sous le contrôle de 1O2, qui à leur tour 

augmentent la tolérance au stress photooxydatif (Ramel et al, 2012). 1O2 est aussi capable 

d’induire une peroxydation des lipides de façon non enzymatique, conduisant à la mort 

cellulaire (Triantaphylidès et al, 2008). 

 

- Il a été mis en évidence par beaucoup d’études que H2O2 a un rôle double d’activation ou de 

protection contre différent stress ou fonctions cellulaires comme la sénescence. La senescence 

peut être déclenchée ou non en fonction de la concentration en H2O2. Lorsque celle-ci augmente 

certains facteurs de transcription comme ORS1 sont exprimés et vont activer d’autres gènes 

associés à la senescence pour accélérer le processus (Balazadeh et al, 2011). Mais d’autres 

gènes comme JUB1 sont surexprimés par H2O2 en fonction de sa concentration et vont retarder 

la sénescence et diminuer l’accumulation de peroxyde (Wu et al, 2012). D’autres effets 

bénéfiques ont été attribués au peroxyde d’hydrogène lorsqu’il est appliqué préventivement à 

l’exposition à certains stress abiotiques comme : le stress dû à la chaleur (Gao et al, 2010), aux 

faibles intensités lumineuses (Jajic et al, 2015), à la sécheresse (Ishibashi et al, 2011). 

 

- O2
•− ne peut pas traverser la membrane des chloroplastes contrairement au H2O2, ce qui en fait 

à première vue un candidat peu probable pour la médiation de certains processus biologiques 

comme la sénescence ou les stress abiotiques (Jajic et al, 2015). Il est présent cependant dans 

d’autres organites y compris le cytosol (Zarepour et al, 2010). Diverses études ont montré que 

sa concentration augmentait lors de la sénescence, mais il est difficile de lui attribuer un rôle 

car sa présence est accompagnée de celle d’H2O2. Des rôles dans la signalisation lui ont 

néanmoins été attribués. En effet, lorsque le paraquat,  un puissant herbicide générateur d’ions 

superoxyde en lumière, est ajouté chez des plantules, la régulation d’un grand nombre de gènes 

nucléaires chez A. thaliana est obsevée (Scarpeci et al, 2008). Les gènes les plus fortement 
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régulés interviennent dans les réponses aux stress abiotiques. Le superoxyde serait aussi 

impliqué dans la réponse aux blessures (Soares et al, 2011), ou encore la réponse au stress 

causé par les métaux lourds comme le cadmium (Rodriguez‐Serrano et al, 2006). 

Chez les animaux, les ROS sont également des messagers cellulaires essentiels ainsi que des 

régulateurs redox. Lorsqu’ils sont en excès, ils ont une profonde implication dans des pathologies 

comme le cancer, les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, le diabète, 

l’athérosclérose… (Dröge et al, 2002). Ils sont, selon la théorie du stress oxydatif par les radicaux 

libres, des régulateurs centraux de l’horloge biologique du vieillissement (Harman D, 2006). 

 

3.1.1.3    Mécanismes oxydatifs des ROS sur les protéines 

Chez les eucaryotes, la modification des équilibres redox ou la modification de molécules 

signal comme le β-cyclocitral ne sont pas les seuls mécanismes par lesquels les ROS peuvent réguler 

les diverses fonctions existant dans la cellule ou l’organisme. 

 Pendant de nombreuses années les modifications oxydatives des groupements thiols des 

cystéines étaient considérées comme des artefacts résultants des conditions in vitro, mais depuis les 

années 2000, de nouveaux développements ont livré une toute autre vérité (Yu et al, 2005). Il s’avère 

que les modifications redox des groupements thiols sont des outils moléculaires qui permettent à de 

nombreuses protéines de réguler leur activité (Brandes et al, 2009). Ces réactions s’apparentent à un 

nouveau type de modification post-traductionnelle comme la phosphorylation, la méthylation ou 

l’ubiquitination. Ces modifications redox ont lieu en présence d’un stress oxydatif conduisant à 

l’élévation de la concentration en ROS. Certaines modifications redox des thiols sont réversibles. 

Celles-ci ont été identifiées sur des protéines impliquées dans diverses fonctions parmi lesquelles 

figurent la transcription, la traduction, le métabolisme, la transduction de nombreux signaux ou la mort 

cellulaire. D’un point de vue logique on pourrait penser que l’état d’oxydation des cystéines par les 

ROS permettrait de réguler la formation des ponts disulfure et donc la structure tridimensionnelle des 

protéines affectées, ce qui finalement pourrait réguler leur activité enzymatique ou encore leur aptitude 

à se lier à l’ADN ou à des partenaires pour la signalisation. En effet, plusieurs modifications apportées 

aux groupements thiol des protéines par l’action du H2O2 ont été démontrées (Brandes et al, 2009) 

(Figure 26). 

Les cystéines, dont le groupement thiol est réduit, peuvent être oxydées par le H2O2 pour former 

l’acide sulfénique R-SOH ou sulfénate sous forme déprotonée, ces produits d’oxydation sont très 
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fréquents mais également très réactifs (Salmeen et al, 2003). Cette forte réactivité fait d’eux de simples 

intermédiaires capables de subir d’autres modifications plus stables, comme la formation de disulfides 

R-S-S-R avec une cystéine sous forme réduite. Il est important de noter que toutes ces réactions sont 

entièrement réversibles grâce aux thiorédoxines et aux glutarédoxines qui tirent leur pouvoir réducteur 

du NADPH. C’est souvent la réactivité de ces enzymes qui déterminent la demi-vie des produits 

d’oxydation au sein des protéines. 

 

En temps normal, lorsque les ROS sont abondants, l’équilibre originel de l’état d’oxydation 

des groupements thiols est restauré grâce à certaines enzymes comme les thiorédoxines et les 

glutarédoxines (Holmgren et al, 2005). Une exposition prolongée et/ou intense aux ROS comme H2O2 

peut conduire à une suroxydation des cystéines et former l’acide sulfinique R-SO2H ou sulfinate puis 

enfin l’acide sulfonique R-SO3H ou sulfonate. Ces modifications sont largement considérées comme 

irréversibles in vivo, bien que certaines acide sulfinique réductases aient été découvertes (Woo et al, 

2003). Toutes ces modifications conduisent le plus souvent à un changement dans la structure de la 

protéine, pouvant causer leur inactivation (comme PTEN et GapDH : Yu et al, 2005 ; Shenton & 

Grant, 2003) mais aussi leur activation (OxyR ou Hsp33 : Ilbert et al, 2007 ; Paget & Buttner, 

2003). Le nombre de protéines découvertes comme étant régulées par les ROS augmente d’année en 

année.  

Figure 26 : 
Schéma représentant les modifications redox que peuvent subir les groupements thiols dans la 

cellule, notamment sous l’effet du peroxyde d’hydrogène (modifié d’après Brandes et al, 2009). 
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Un fort stress oxydatif peut également conduire à un excès de groupements disulfides, une 

mauvaise conformation protéique et éventuellement la mort cellulaire (Cumming et al, 2004 ; Sitia 

et al, 2004). La suroxydation des disulfides peut de même occasionner la formation de thiosulfinate 

R-SO-S-R’ dont la réaction est réversible, ou bien de thiosulfonate R-SO2-S-R’ dont l’accumulation 

est irréversible. Le type d’oxydation, ainsi que son ampleur, dépendent de la nature de l’oxydant, de 

sa quantité, de sa localisation cellulaire et de sa distance avec la protéine cible. De faibles changement 

du niveau de base des ROS peuvent causer des modifications oxydatives à des protéines 

spécifiquement sensibles à ces oxydants.  

 

3.1.1.4   Méthodes pour la détection des ROS 

 

L’imagerie in vivo des ROS a grandement contribué aux avancées récentes sur leur 

signalisation. Le principal problème qui a été rencontré a été de mettre au point des marqueurs 

spécifiques, car certains stress génèrent à la fois H2O2, 
1O2 et O2

•−. Dans des conditions normales, le 

flux de ROS généré dans les cellules est maintenu à un faible niveau par l'action d’enzymes 

antioxydantes. Dans certains cas, un déséquilibre entre la production de ROS et leur dégradation doit 

être créé pour qu’ils soient observés. La production de ROS est donc souvent observée en conditions 

stressantes pour l’organisme ou la cellule. Historiquement les marqueurs utilisés pour leur détection 

étaient le 3,3′-diaminobenzidine pour le peroxyde d’hydrogène H2O2 et le nitroblue tetrazolium pour 

l’ion superoxyde O2
•−. Leur sensibilité, leur fiabilité ainsi que leur caractère invasif étaient loin d’être 

optimum. Aujourd’hui des marqueurs à base de fluorescéine sont utilisés comme le Singlet Oxygen 

Sensor Green (SOSG) pour l’oxygène singulet 1O2 (Koh et al, 2016), le dihydroéthidium (DHE) pour 

O2
•− ou bien le 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacétate ou DCFH-DA pour le H2O2 (Evans et al, 

2016). Ces réactifs permettent de déterminer la localisation in situ des ROS mais restent difficiles à 

utiliser pour certains tissus, leurs mesures sont peu fiables pour établir une quantification précise, et 

leur spécificité à l’encontre de certains ROS est toujours contestée (Winterbourn C, 2014). D’autres 

réactifs sont utilisés pour une meilleure quantification des ROS dans les tissus comme l’Amplex Red 

pour le H2O2 par fluorimétrie (Zhou et al, 1997), ou encore le XTT pour O2
•− par colorimétrie (Frahry 

& Schopfer, 2001). L’Amplex Red est quelque peu instable, il peut s’autooxyder pour produire H2O2 

et O2
•−, et peut aussi réagir avec d’autres composants redox actifs (Jajic et al, 2015). Ces marqueurs 

des ROS, de faible poids moléculaire, sont plus faciles à utiliser que certains bio senseurs protéiques 

comme la roGFP ou le HyPer, mais sont moins sensibles et sélectifs que ces derniers. Les marqueurs 
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protéiques nécessitent toutefois un contrôle rigoureux du pH et de l’activité antioxydante. La détection 

des ROS peut aussi se faire par résonnance paramagnétique électronique (RPE) grâce à la capacité de 

certains électrons à absorber et réémettre de l’énergie. Les limites de cette dernière méthode sont 

l’incompatibilité avec des tissus vivants, la sous-estimation de la quantité de ROS et le coût excessif 

(Jajic et al, 2015). Une des pistes possibles pour améliorer l’étude des ROS chez les plantes serait de 

standardiser les procédures pour pouvoir comparer un grand nombre d’études.  

 

3.1.2       Implication des cryptochromes dans la signalisation ROS 

 

 Dans nos études, en cours de réalisation, nous étudions la possibilité qu’une régulation de 

certains facteurs de transcription, dont MYC2 et GBF1 chez Arabidopsis ainsi que dFOXO chez la 

drosophile, par les cryptochromes, impliquent une intervention des ROS synthétisés par leur domaine 

N-terminal. MYC2 et GBF1 appartiennent à la classe des bHLH et bZIP et se fixent sur les éléments 

de promoteur G-box en agissant de façon antagoniste pour réguler certains processus comme la 

croissance de l’hypocotyle. Il a été de plus montré que ces facteurs de transcription agissent en aval du 

signal de transduction induit par l’activité de CRY1 et CRY2 (Maurya et al, 2015) et ceci en se fixant 

sur le complexe protéique formé par COP1, SPA1, HY5 et HYH (Mallapa et al, 2008 ; Singh et al, 

2012). Il a été mis en évidence que les changements redox autour de l’ADN pouvaient moduler la 

fixation du facteur GBF1 à l’ADN. L’ajout de DTT renforce sa fixation alors que les agents oxydants 

comme les ROS seraient susceptibles d’inhiber cette interaction (Shaikhali et al, 2012). Les 

cryptochromes, étant capables d’une synthèse directe des ROS (Müller & Ahmad, 2011), GBF1 est 

donc un bon candidat pour une régulation directe dépendante des ROS synthétisés par les 

cryptochromes dans le noyau pendant leur interaction au sein du complexe protéique.  

dFOXO est un facteur de transcription appartenant à la "forkhead box, classe O" régulé 

notamment par la voie insuline/IGF, elle-même connue pour influencer la longévité. L’activité de 

dFOXO est inhibée par cette voie, mais lorsque son activité augmente, la longévité des drosophiles 

augmente également (Hwangbo et al, 2004). Les facteurs de transcription FOXO sont très répandus 

chez les animaux, aussi bien chez la drosophile que chez les mammifères. De récentes études ont mis 

en évidence leur régulation par les équilibres redox (Klotz et al, 2015). Sous certaines conditions 

pathologiques qui entrainent une augmentation du stress oxydant, l’activité de FOXO est bien plus 

forte qu’en conditions normales. Ceci laisse supposer une activation des protéines FOXO par les ROS. 

Les protéines FOXO, lorsqu’elles sont activées, induisent l’expression de certains gènes antioxydants, 
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ce qui peut en partie expliquer leur lien avec la longévité. D’autres études ayant souligné un rôle de 

DmCRY sur l’augmentation de la longévité sur les drosophiles (Rakshit & Giebultowicz, 2013). Il 

serait donc possible que les gènes FOXO soient activés par les cryptochromes. Du fait qu’ils sont 

impliqués dans des mêmes fonctions, un lien étroit est par conséquent envisageable entre les 

cryptochromes et le facteur dFOXO par interaction directe ou indirecte. De même, il est possible que 

les ROS synthétisés par les cryptochromes soient responsables de la régulation redox de GBF1. En 

accord avec cette hypothèse, la synthèse des ROS par DmCRY a lieu dans le noyau comme nous 

l’avons montré dans nos résultats (Arthaut et al, 2017), où les facteurs de transcription GBF1 et 

dFOXO sont observables. 

 

3.1.2.1   Mécanismes moléculaires de la synthèse des ROS par les cryptochromes 

 

 C’est en 2011 que les premières hypothèses reliant les cryptochromes aux ROS ont été 

formulées. Celles-ci expliquaient que lors du photocycle, le mécanisme de réoxydation de la FAD à 

l’obscurité chez A. thaliana par l’oxygène O2 impliquait la formation d’ions superoxyde (Müller & 

Ahmad, 2011). Jusqu’alors, aucune attention n’avait été accordée à l’étape de réoxydation. Les 

recherches étaient davantage focalisées sur l’étape de réduction et le mécanisme d’activation du 

cryptochrome. Or, cette réoxydation relance le système de photoréduction et implique aussi bien 

FADH• que FADH-. L’équilibre homéostatique des ROS, produits lors de cette réaction, dépend de 

l’amplitude de leur accumulation et de leur durée de vie à l’obscurité. De ces paramètres dépend aussi 

l’amplitude des réponses biologiques en réponse à la synthèse de ces ROS.  

 

 
 
Figure 27 :  
Réactions chimiques théoriques entre la flavine réduite et le dioxygène lors de l’étape de réoxydation 
pour la protéine CRY1 chez d’A. thaliana (Müller & Ahmad, 2011). 
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Ce processus de réoxydation prendrait quelques minutes et impliquerait la formation d’O2
•− 

mais aussi peut-être d’hydroperoxyde (HO2
•) ou de peroxyde d’hydrogène (Müller & Ahmad, 2011). 

Dans le cadre de la réoxydation de la FADH-, il est nécessaire selon ce modèle que les réactions soient 

rapides pour que les réactifs diffusent le moins possible dans la cellule avant d’avoir oxydé la FADH•. 

Il semble néanmoins possible que la cavité contenant la flavine soit capable de piéger le superoxyde 

et l’hydroperoxyde pour permettre la seconde réaction impliquant FADH•. Cependant, la réoxydation 

de la FADH• est plus pertinente in vivo. Le fait qu’HO2
• soit un bien meilleur agent oxydant que O2 

rend la réoxydation de FADH• est bien plus rapide que celle de la FADH-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enfin, comme évoqué précédemment, la proportion de forme totalement réduite est 

négligeable. Selon ce modèle, pour chaque photon absorbé, une molécule de peroxyde se forme. Il 

pourrait donc y avoir une relation proportionnelle entre quantité de lumière reçue et quantité de ROS 

synthétisée. Ceci permettrait, en théorie, une signalisation par les ROS pour CRY1 et CRY2 chez A. 

thaliana en réponse à la lumière bleue. Cette hypothèse est d’autant plus crédible que les 

cryptochromes sont connus pour réguler de nombreux gènes impliqués dans les réponses à différents 

Figure 28 : 
Schéma du photocycle de CRY1 et CRY2 chez A. thaliana. Les Deux étapes 
du photocycle sont visibles : L’étape de photoréduction permettant 
l’activation du cryptochrome et l’étape de réoxydation à l’obscurité, 
libérant ainsi le H2O2 (Ahmad M, 2016). 
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stress aussi bien chez les plantes que chez les animaux (Kleine et al, 2007, Vieira et al, 2012). Leur 

régulation pourrait donc dépendre plus ou moins directement de la synthèse de ces ROS et non pas de 

la liaison stricte à des partenaires protéiques. Cette signalisation par les ROS constituerait un nouveau 

paradigme concernant la signalisation des cryptochromes qui n’était étudiée jusqu’alors que par le 

changement conformationnel et la liaison aux  partenaires (Ahmad M, 2016). 

 

1.1.2.2  Détection des ROS synthétisés pendant le photocycle des cryptochromes 

 

Déjà en 2011, lorsque l’hypothèse du lien entre ROS et cryptochromes avait été formulée, une 

production d’oxygène avait été détectée au cours d’expériences sur la protéine CRY1 purifiée à 

laquelle avait été ajouté du DTT et une catalase. L’ajout de DTT sert d’agent réducteur afin de donner 

un électron aux tryptophanes, el la catalase réagit avec le H2O2 (formé après excitation du 

cryptochrome par la lumière) pour donner O2 et H2O. Ces études ont mis en évidence une 

consommation de d’oxygène par CRY1 qui n’est observée qu’en présence de lumière bleue, puis 

lorsque la catalase était ajoutée au mélange une production d’oxygène aparaissait subitement (Müller 

& Ahmad, 2011). Ces résultats étaient en accord avec le modèle décrit plus haut et ont été confirmés 

par d’autres études par la suite. Il restait à déterminer si les cryptochromes étaient capables in vivo de 

moduler la concentration en ROS dans les cellules, et si cette accumulation avait une signification 

biologique.  

 

Figure 29 : 
A et B : observation par microscopie confocale des ROS produits après illumination à la lumière bleue 

à 100 µmol m−² s−1 par des cellules sf21 contrôles (A) ou surexprimant CRY1 (B) grâce à l’utilisation de 

DCFH-DA. C : Détection des ROS produits in vitro par la protéine CRY1 purifiée en fonction du temps 

d’illumination à la lumière blanche à 3000 µmol m−² s−1 grâce à l’utilisation d’Amplex UltraRED 

(Consentino et al, 2015). 
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C’est dans cette perspective qu’ont été conduites de nouvelles recherches toujours pour CRY1 

chez A. thaliana grâce à un modèle de cellules d’insecte (Consentino et al, 2015). Ces recherches ont 

prouvé qu’en présence de lumière bleue, une accumulation de ROS a lieu chez des cellules d’insectes 

Sf21 dans lesquelles la protéine CRY1 est surexprimée (Figure 26 AB). Les auteurs ont estimé que 

les ROS produits lors de ces tests résultaient plus ou moins directement du photocycle et non de la 

signalisation C-terminale classique en raison de l’éloignement phylogénique entre les plantes et les 

insectes. L’accumulation de ces ROS, à la fois cryptochrome et lumière bleue dépendante, a lieu dans 

les structures vésiculaires du cytoplasme de la cellule comme le réticulum endoplasmique autour du 

noyau. Cette localisation correspond à celle de la protéine CRY1 détectée par immunofluorescence 

principalement dans le cytoplasme et autour du noyau.  

D'autres analyses du même article ont montré que la protéine CRY1 purifiée est suffisante pour 

permettre la synthèse des ROS par son photocycle et ce sans nécessiter la présence d’agent réducteur 

comme le DTT ou le βME (Figure 26 C). L’ajout d’agent réducteur est d’ailleurs une source de 

perturbation pour les mesures de fluorescence au spectrofluorimètre. Les auteurs ont également corrélé 

cette augmentation de la concentration en ROS, aussi bien in vitro que dans les cellules Sf21 

surexprimant CRY1, avec une augmentation de la mortalité de ces cellules à la lumière bleue et en 

fonction du temps. Les effets sur la mortalité ne sont observés ni à l’obscurité, ni chez les cellules 

contrôles. Enfin chez des protoplastes d’A. thaliana (cellules végétales dont la paroi est digérée et sur 

lesquels les tests de mort cellulaires et de détection des ROS sont possibles) mutants nuls pour CRY1 

et CRY2, l’accumulation des ROS est la même à la lumière bleue et à l’obscurité. Les protoplastes 

sauvages exprimant les gènes CRY1 et CRY2 endogènes accumulent, en revanche, plus de ROS à la 

lumière bleue qu’à l’obscurité. De plus, la mortalité des protoplastes est davantage réduite en présence 

de lumière bleue chez les mutants cry1cry2 par rapport aux protoplastes sauvages. Ces études 

soulignent ainsi le lien étroit qui existe entre le photocycle déclenché par la lumière bleue, la synthèse 

des ROS et les réponses cellulaires qui en découlent, à savoir ici la mort cellulaire, édifiant les bases 

d’une nouvelle approche de l’étude des cryptochromes sur divers organismes. Ces études sont 

évidemment à mettre en parallèle avec celles réalisées auparavant sur la mort cellulaire programmée 

en lumière bleue et dépendante des cryptochromes (Danon et al, 2006). D’autres études ont plus tard 

montré des résultats allant dans le même sens pour CRY2 d’A. thaliana (Jourdan et al, 2015). En 

outre il a été identifié une accumulation de ROS dans le noyau de cellules Sf21 surexprimant CRY2. 

Parallèlement à cela, la protéine CRY2, marquée par des anticorps, se trouve localisée dans le 

cytoplasme de ces cellules à l’obscurité et migre massivement dans le noyau après une exposition à la 

lumière bleue. Il y a donc une colocalisation entre la protéine CRY2 active et les ROS.  
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Aucune étude n’avait jusqu’à il y a peu tenté de déterminer si les cryptochromes animaux 

étaient eux aussi capables de synthétiser des ROS au niveau de la cellule ou de la protéine. C’est sur 

ces interrogations que nous avons basé une partie de nos recherches. Celles-ci se sont focalisées sur le 

cryptochrome de drosophile DmCRY et nous ont conduits à diverses expérimentations. Une deuxième 

interrogation qui demeure après les quelques études préliminaires réalisées chez CRY1 et CRY2 est le 

rôle biologique potentiel, chez la plante, des ROS synthétisés par ces deux protéines. C’est à cette 

question que nous avons tenté de répondre lors d’une autre série d’études chez A. thaliana dont nous 

exposerons également les résultats et les conclusions. 

 

3.2    Cryptochrome et champ magnétique 

 

Une large variété d’organismes ont la faculté de pouvoir ressentir les champs magnétiques de 

façon plus ou moins directe, notamment le champ magnétique terrestre, et de pouvoir utiliser ce 

"sixième sens" comme une source d’information directionnelle. Les mécanisme biochimiques et/ou 

biophysiques qui en sont à l’origine sont et restent à ce jour un mystère. Il apparait aujourd’hui qu’en 

plus de leur sensibilité à la lumière, les cryptochromes jouent un rôle primordial pour détecter la 

présence des champs magnétiques et de convertir cette détection en signal biologique via le mécanisme 

des paires radicalaires (Ritz et al, 2000 ; Rodgers & Hore, 2009).  

 

3.2.1    Généralités sur les champs magnétiques 

Un champ magnétique est une grandeur caractérisée par trois composantes : une norme, une 

direction et un sens en tout point de l’espace qui permettent de modéliser les effets magnétiques du 

courant électrique ou de certains matériaux comme les aimants permanents. Les deux principales 

sources de champs magnétiques sont donc les courants électriques et les aimants permanents.  

Le champ magnétique terrestre (CMT) appelé bouclier terrestre est présent dans un vaste espace 

autour de la terre dont l’origine provient du noyau externe. Les mouvements de convexion du noyau 

externe constitué de métal liquide (fer et nickel) fonctionnent comme une dynamo auto entretenue, qui 

est à l’origine de courants électriques qui vont eux-mêmes engendrer ce CMT, puis le CMT va à son 

tour induire ces mouvements de convexion. C’est pour cette raison que le CMT fonctionne de manière 

constante et autonome depuis plus de trois milliard d’années. Il fonctionne comme un dipôle 

magnétique, assimilable à une bobine parcourue par un courant électrique. L’ensemble des lignes de 
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champ partent du pôle sud terrestre qui correspond au pôle nord magnétique pour rejoindre le pôle 

nord terrestre ou pôle sud magnétique. En un point donné le vecteur champ magnétique peut être 

décomposé en une composante verticale et une autre horizontale. Aux pôles nord et sud magnétiques 

la composante horizontale a une valeur nulle, alors qu’à l’équateur c’est la composante verticale qui 

est nulle. La valeur de l’induction magnétique exprimée en teslas du CMT est d’environ 50µT bien 

qu’elle oscille entre l’équateur et les pôles. 

Certains matériaux sont dits ferromagnétiques, c’est-à-dire capable de former des aimants 

permanents par la structure cristalline que prennent les atomes de fer, nickel ou cobalt. Les forces 

mises en jeu dans ce type de magnétisme sont beaucoup plus fortes que pour les autres types de 

magnétisme (paramagnétisme, diamagnétisme). Ces autres types de magnétisme caractérisent des 

matériaux qui ne possèdent pas d’aimantation spontanée mais qui sous l’effet d’un champ magnétique 

extérieur acquièrent une aimantation orientée dans le même sens que le champ magnétique appliqué. 

Ils possèdent également une structure cristalline complexe qui permet l’alignement de leur moments 

magnétiques dans la direction des champs magnétiques externes, mais cette alimentation n’est que 

temporaire. Dans le cas des champs magnétiques induits par des courants électriques, l’intensité du 

courant est proportionnelle à l’intensité du champ, c’est le cas des électroaimants ou du CMT. Il est 

par conséquent possible dans certaines applications de générer un champ électromagnétique pulsé 

(CEMP) induit par une interruption à une fréquence plus ou moins élevée du courant électrique. Nos 

études se sont concentrées sur les effets des CEMP sur le photocycle des cryptochromes et de leurs 

conséquences pour la cellule ou l’organisme.  

 

3.2.2    Découverte des effets du champ magnétique sur les organismes vivants 

L’hypothèse d’une sensibilité au champ magnétique dans le monde animal n’est pas nouvelle, 

dès le milieu du XIXème siècle elle fut proposée par le zoologiste allemand Alexander von 

Middendorff pour expliquer la migration directionnelle des oiseaux (von Middendorff A, 1859). 

L’utilisation d’une boussole magnétique par les oiseaux migrateurs a été formellement démontrée pour 

la première fois en 1966 chez le rouge-gorge (Wiltschko & Merkel, 1966),  et depuis même 

phénomène a été observé pour une vingtaine d’autres espèces d’oiseaux (Wiltschko & Wiltschko, 

1996). Lors de ces expériences les oiseaux sont maintenus captifs dans une cage sans repère visuel 

pour l’oiseau, le champ magnétique terrestre reste leur dernier repère connu. Etonnement la pression 

pour la migration est si forte que les oiseaux s’orientent en s’agitant ou en sautant dans une direction 

particulière, qui correspond à la direction qu’ils emprunteraient en vol libre lors de leur migration. 



P a g e  72 | 205 

 

Leur orientation dans la cage change même selon la période de l’année. Ainsi ils s’orientent vers le 

nord pendant la période migratoire du printemps qui correspond à une remontée de l’Afrique du nord 

jusqu’en Europe, à l’inverse ils s’orientent préférentiellement vers le sud dans leur cage à l’automne, 

concordant avec une migration de l’Europe vers l’Afrique. La responsabilité du champ magnétique 

terrestre dans l’orientation du rouge gorge est démontrée lorsque l’on modifie artificiellement 

l’orientation de ce champ, dans ces conditions les oiseaux modifient leur orientation selon le même 

angle (Wiltschko et al, 2001). Les autres espèces non migratrices comme le pigeon semblent 

également utiliser le champ magnétique terrestre mais l’effet de celui-ci est très difficilement visible. 

Etant donné que ceux-ci s’orientent vers leur nid il est difficile d’obtenir une orientation directionnelle 

identique pour tous les spécimens étudiés. 

 

Le fait le plus intéressant est que ces orientations préférentielles ne sont possibles qu’à la 

lumière et seulement pour certaines longueurs d’onde, à savoir les UV, le bleu, le turquoise et le vert 

mais pas pour le reste du spectre visible (Wiltchko & Wiltschko, 2014). L’absence de lumière 

empêche également l’orientation directionnelle. Cette dépendance de la lumière indique que le 

mécanisme responsable de la magnétoreception est assez inhabituel et semblerait ne pas impliquer 

directement des matériaux magnétiques de façon permanente. Les mécanismes en question 

impliqueraient une composante photoréceptrice sensible à certaines longueurs d’onde. Le consensus 

selon lequel les cryptochromes étaient les candidats les plus probables pour expliquer un tel 

phénomène s’est ensuite rapidement imposé. 

Figure 30 : 
A : Schéma représentatif du protocole expérimental pour l’étude de l’orientation du rouge gorge en 

fonction du champ magnétique terrestre. B : Orientation des oiseaux par rapport au nord 

magnétique dans les conditions du protocole et en fonction de la longueur d’onde soumise aux 

oiseaux (modifié d’après Wiltchko & Wiltschko, 2014). 
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Parallèlement à ces études, il est maintenant admis, par la communauté médicale, que certaines 

stimulations magnétiques ont des applications thérapeutiques. C’est notamment le cas de la stimulation 

magnétique transcrânienne ou TMS (Montagne-Larmurier et al, 2009 ; Van Belkum et al, 2016). 

Cependant, ces thérapies utilisent de puissants champs magnétiques dans l’unique but d’induire un 

champ électrique capable de stimuler les neurones. Mais d’autres thérapies utilisant des champs 

électromagnétiques pulsés beaucoup plus faibles pourraient de même avoir des effets thérapeutiques. 

Plusieurs de leurs effets bénéfiques ont été démontrés sur des cellules humaines pour des pathologies 

comme la maladie de Parkinson (Vadalà et al, 2015). De plus, le potentiel thérapeutique des champs 

électromagnétiques pulsés a été démontré pour des pathologies impliquant d’autres organes que le 

cerveau. Les CEMP pourraient avoir un potentiel thérapeutique pour la régénération osseuse ou encore 

le traitement des cancers (Cook et al, 2015 ; Vadalà et al, 2016). Il n’est cependant pas à exclure que 

les cryptochromes puissent contribuer à ces effets bénéfiques observés. Cependant, ces études ne se 

sont contentées que d’étudier les effets sans en comprendre les mécanismes qui y conduisent ; aucun 

lien avec les cryptochromes ou une autre protéine n’a pu être établi à l’heure actuelle. 

 

3.2.3     Mécanismes théoriques expliquant les effets du champ magnétique 

Les mécanismes moléculaires induits par les champs magnétiques sur les systèmes vivants ne 

sont toujours pas connus. Cependant trois hypothèses majeures ont vu le jour pour expliquer leur 

mécanisme d’action :  

La première d’entre elles met en avant l’implication des rhodopsines, des pigments protéiques 

photosensibles présents dans la rétine et responsables de la sensibilité de l’œil à la lumière (Hong F, 

1977 ; Hong F, 1995). Cette étude a montré que les rhodopsines sont capables de s’orienter 

magnétiquement à la façon d’un aimant, Cependant cette propriété n’a pu être observée qu’à des 

intensités de champ magnétique mille fois supérieures à celle du CMT. Ce constat rend peu probable 

un effet significatif in vivo de ce mécanisme sur l’orientation des oiseaux.  

Une deuxième possibilité d’action du champ magnétique, qui a reçu et reçoit encore beaucoup 

d’intérêt, stipule que des particules de magnétite pourraient avoir un effet direct sur la 

magnétoreception (Kirschvink & Gould, 1981). La magnétite est un minéral composée principalement 

d’oxydes de fer avec des traces d’autres métaux, ce qui la rend capable d’être attirée par les aimants. 
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Enfin une troisième hypothèse impliquerait les spins d’électrons non appariés de molécules 

biologiques qui formeraient alors une paire radicalaire pouvant être modulée par l’action des champs 

magnétiques. C’est sur ce prémice que nous avons basé nos recherches pour tenter d’expliquer la 

sensibilité du cryptochrome aux champs magnétiques. La première observation qui a conduit à cette 

hypothèse date des années 1970. A cette époque il a été observé qu’un champ magnétique d’une 

intensité 20 fois supérieure à celle du CMT pouvait influencer les réactions entre des paires radicalaires 

in vitro et in vivo chez certaines bactéries (Schulten et al, 1976 ; Werner et al, 1978). Une paire 

radicalaire est composée de deux molécules ou radicaux contenant chacun un nombre impair 

d’électrons et dont les spins des deux électrons non appariés peuvent influencer la réaction entre les 

deux composés. Le spin est souvent assimilé à un moment cinétique ou la rotation d’un objet sur lui-

même. Les spins des deux électrons non appariés leur donne un moment magnétique, ce qui les soumet 

à des altérations ou modifications en présence d’un champ magnétique. Une paire radicalaire peut se 

trouver dans deux états possibles appelés états singulet ou triplet qui résultent du couplage des spins 

des deux électrons non appariés. Lorsque les spins sont opposés ils sont dans l’état singulet, 

inversement si les spins sont identiques ils sont dans l’état triplet. Dans un schéma réactionnel 

classique des paires radicalaires (Figure 31), deux réactifs vont mener à la formation de cette paire 

radicalaire grâce à l’apport d’une importante source d’énergie. Les deux électrons initiaux peuvent soit 

venir des deux réactifs séparément, soit d’un seul des deux réactifs et l’un d’eux sera transféré à l’autre 

réactif grâce à cet apport d’énergie, ce qui aboutit à la formation de la paire radicalaire. La différence 

entre les états singulet et triplet est que seul l’état singulet peut conduire à la réaction réverse 

conduisant à la reformation des réactifs, alors que l’état triplet ne peut que conduire à la formation des 

produits. Le rôle essentiel du champ magnétique dans cette réaction est qu’il permet une 

interconversion entre les états singulets et triplets, et ceci en fonction de son orientation. Toutefois, 

dans ce modèle les états triplets et singulets conduisent à la formation des mêmes produits, mais la 

proportion de paires radicalaires se trouvant dans l’état singulet ou triplet, modulable par les champs 

magnétiques peut modifier l’équilibre de cette réaction et donc sa vitesse.  
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Une des limitations de ce modèle est qu’il serait nécessaire que les paires radicalaires soient 

orientées dans le sens du champ magnétique en application pour que son impact soit clairement visible. 

En effet  Maeda et al, 2008 ont montré que la direction du champ magnétique pouvait influer sur le 

rendement de produits formés par une paire radicalaire. Si l’application et l’orientation d’un champ 

magnétique peut potentiellement modifier l’équilibre de certaines réactions biochimiques cellulaires 

impliquant des paires radicalaires cela pourrait mener alors, à un nombre conséquent de régulations 

dans la signalisation, la transcription ou la traduction au sein de la cellule, de l’organe ou de 

l’organisme. Il est en revanche erroné de penser que le champ magnétique favoriserait la formation de 

l’état triplet ou singulet, il n’y a rien qui puisse le prouver en l’état (Hore & Mouritsen, 2016).  

 

3.2.4    Implication du cryptochrome dans la sensibilité au champ magnétique 

Plusieurs études montrent que les cryptochromes sont impliqués dans la faculté de certains 

animaux à détecter les champs magnétiques, mais il n’y a toujours aucune preuve qu’il s’agisse 

précisément du magnétorécepteur. Il est possible que le cryptochrome joue un rôle indirect dans la 

détection du champ magnétique et ait besoin de molécules ou de partenaires protéiques spécifiques 

(pour revue voir Hore & Mouritsen, 2016). Il n’en reste pas moins qu’à ce jour, les cryptochromes 

restent les uniques candidats pour expliquer les mécanismes de magnétoreception selon le modèle des 

paires radicalaires (Dodson et al, 2013 ; Ahmad M, 2016). Les opsines, qui utilisent aussi la lumière, 

n’impliquent pas la formation de paires radicalaires. Les chlorophylles, qui sont les seules autres 

biomolécules connues pour générer des paires radicalaires induites par la lumière, n’existent pas chez 

Figure 31 : 
Mécanismes réactionnels théoriques expliquant l’effet d’un champ 

magnétique externe sur l’équilibre réactionnel d’une paire radicalaire (Hore & 

Mouritsen, 2016). 
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les oiseaux. De plus il n’existe pas moins de quatre cryptochromes exprimés au niveau de la rétine des 

oiseaux migrateurs qui pourraient expliquer les effets migratoires en fonction de la longueur d’onde 

(Bolte et al, 2016). Cependant, aucun effet des champs magnétiques sur les cryptochromes aviaires 

n’a pu être observé. La raison principale étant est qu’il est difficile  d’exprimer ces cryptochromes liés 

à leur flavine in vitro. 

 

3.2.4.1    Théories pour la sensibilité magnétique des cryptochromes 

 Chez les cryptochromes, lors de la photoréduction, a lieu un échange d’électron entre un 

tryptophane et la flavine. Cet échange d’électron permet la formation transitoire de deux 

radicaux distants de 2nm : FAD•− et TrpH•+, puis très rapidement la flavine est protonée pour former 

le FADH•. Ces deux radicaux sont formés initialement dans leur état singulet, dû au transfert d’un des 

deux électrons du tryptophane à la flavine dans son état photoexcité (Weber et al, 2010 ; Maeda et 

al, 2012). L’autre cofacteur du cryptochrome (le MTHF) n’apparait pas aujourd’hui comme pouvant 

être impliqué dans la magnétoreception par le mécanisme des paires radicalaires.  

  

 

 Dans ce modèle la première paire radicalaire formée [FAD•-/Trp•+] peut conduire à une 

seconde paire radicalaire [FADH•/Trp•] après protonation/déprotonation des deux radicaux. 

Cependant, la durée de vie de cette seconde paire, de l’ordre de 10ms, est trop longue pour qu’elle soit 

affectée par les champs magnétiques. En effet, le temps de relaxation des spins de leurs électrons étant 

beaucoup plus court que 10ms (1µs), et une fois ce temps écoulé ils sont stables et ne peuvent plus être 

affectés par les champs magnétiques. La recombinaison des radicaux dans l’état singulet permet 

théoriquement de revenir aux réactifs initiaux FADox/TrpH, ce qui est impossible pour l’état triplet. 

Figure 32 : 
Mécanismes réactionnels 

théoriques des paires 

radicalaires pour CRY1. Deux 

paires radicalaires sont 

théoriquement possibles : 

[FAD•-/Trp•+] et [FADH•/Trp•] 

après excitation par la lumière, 

principalement bleue et verte 

(Hore & Mouritsen, 2016). 
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Ce modèle théorique bien qu’utile dans mes études ne prend bablement pas en compte toute la 

complexité du mécanisme de magnétoréception par les cryptochromes. En effet on peut douter du fait 

que la réponse du cryptochrome au champ magnétique soit identique selon qu’il soit lié ou non à des 

partenaires ou des métabolites. Les cryptochromes doivent-ils être immobilisés voir alignés avec ce 

champ magnétique ? Existe-il d’autres paires radicalaires que la paire FAD•-/Trp•+ chez les 

cryptochromes?  Jusqu’à quelle valeur d’induction magnétique les cryptochromes sont-ils magnéto-

sensibles ? Ce mécanisme théorique est-il similaire entre conditions in vivo et in vitro ? Ce mécanisme 

est-il applicable aux cryptochromes animaux ? La réponse à ces questions permettrait de mieux définir 

ce modèle, par ailleurs d’autres modèles ont été proposés (Lee et al, 2014 ; Qin et al, 2015) 

 Des éléments de réponse aux questions citées plus haut peuvent toutefois être apportés. Il est 

possible que des voies alternatives pour le transfert des électrons in vivo puissent modifier la sensibilité 

magnétique des cryptochromes, elles pourraient également générer d’autres paires radicalaires. Un 

champ magnétique de l’ordre de 50µT pourrait être suffisant pour permettre la sensibilité magnétique 

des cryptochromes, en se basant sur l’importance du champ magnétique interne à la protéine. Ces 

champs magnétiques intrinsèques doivent également être pris en compte pour estimer la sensibilité 

magnétique d’un système, qui peut théoriquement varier d’un facteur 100 (Lee et al, 2014). Il n’est 

toujours pas certain qu’une orientation des protéines soit nécessaire pour être sensible aux champs 

magnétiques. Dans le cas où les cryptochromes ne sont pas orientés dans la cellule, aucun effet 

directionnel ne peut exister. En revanche, s’ils sont immobilisés et alignés grâce à des éléments 

structurels tel que le cytosquelette ou plus probablement les membranes cellulaires, ces effets 

directionnels pourraient être significatifs (Solov’yov et al, 2010 ; Hill & Ritz, 2010). Les 

cryptochromes sont, cependant, solubles dans l’eau et ne se lient pas directement aux membranes. 

Néanmoins, chez les oiseaux, des expériences de fractionnement cellulaire ont identifié une importante 

proportion de cryptochromes dans la fraction membranaire (Nießner et al, 2011). Ces résultats 

suggèrent que les cryptochromes pourraient se lier à des partenaires, qui pourraient eux-mêmes être 

des composants membranaires permettant l’alignement des cryptochromes pour finalement activer leur 

sensibilité directionnelle au champ magnétique externe. 

 

3.2.4.2    Détection des effets du champ magnétique sur les cryptochromes 

 Chez Arabidopsis thaliana, des preuves concrètes d’une implication des champs magnétiques 

dans le processus de floraison ont été démontrées et cela en présence de lumière (Xu et al, 2015). Des 

études ont démontré, par spectroscopie, que la protéine CRY1 d’Arabidopsis thaliana est sensible à 
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un champ magnétique de 30mT (500 fois le CMT) pendant une période transitoire de moins d’1 

microseconde durant laquelle se forme la paire radicalaire [FAD•-/Trp•+] elle-même capable de se 

convertir après protonation/déprotonation en une seconde paire radicalaire [FADH•/Trp•] (Maeda et 

al, 2012). Cependant, cette deuxième forme a une durée de vie bien plus longue (quelques 

millisecondes) ce qui empêcherait, selon les modèles établis, que le champ magnétique influe sur son 

équilibre réactionnel. Par conséquent seul la première forme serait magnéto-sensible. Ces expériences 

n’expliquent pas comment le cryptochrome se comporte dans la cellule, et si la présence de partenaires 

potentiels ou de quelconques structures permettent de l’immobiliser et/ou de l’aligner avec les champs 

magnétiques environnants. D’autres études ont tenté de démontrer les effets du champ magnétique sur 

la croissance de l’hypocotyle, l’accumulation d’anthocyanes ou la dégradation de CRY2 (Ahmad et 

al, 2007). Celles-ci ont démontré que lorsque l’intensité du champ magnétique ambiant est dix fois 

supérieure à celle du CMT, l’accumulation d’anthocyanes est plus importante, et la croissance de 

l’hypocotyle est davantage réduite en lumière bleue qu’en conditions normales avec le CMT seul. Ces 

études ont toutefois eu des difficultés à être reproduites (Harris S-R et al, 2009). 

Chez la drosophile plusieurs effets du champ magnétique dépendants du cryptochrome et de 

la lumière bleue ont été détectés :  

- Les réponses binaires dans un labyrinthe en T : dans ce type d’expérience les drosophiles sont 

exposées à la lumière dans un tube en verre débouchant sur deux extrémités dans lesquelles 

elles peuvent se déplacer, un champ magnétique n’est appliqué qu’à l’une des deux extrémités. 

Il apparait dans ces études que le choix de ces mouches pour l’une ou l’autre des extrémités est 

influencé lorsque celles-ci sont préalablement entraînées à associer la présence d’un champ 

magnétique avec la présence de sucrose. En effet ces drosophiles entraînées choisissent 

majoritairement l’extrémité exposée à un champ magnétique lors du test final malgré l’absence 

de sucrose, ce qui confirme leur capacité à détecter la présence des champs magnétiques.  

(Gegear et al, 2008). L’implication du cryptochrome dans la sensibilité au champ magnétique 

est démontré par l’incapacité des drosophiles mutantes n’exprimmant plus DmCRY à associer 

la présence de sucrose avec la présence du champ magnétique. 

- Les rythmes circadiens : la longueur de la période circadienne des drosophiles est modifiée 

(raccourcie ou rallongée en fonction des études) en présence de champs magnétiques. De plus, 

la surexpression de DmCRY au sein des neurones d’horloge amplifie les réponses circadiennes 

et ces effets ont également été observés chez des drosophiles exprimant hCRY2 (Yoshii et al, 

2009 ; Fedele et al, 2014). Ces mêmes études ont mis en évidence une augmentation de 
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l’activité locomotrice chez les drosophiles sauvages exposées à un champ magnétique, alors 

que chez les mutantes nulles l’effet inverse est observé. 

 

Cependant, l’ensemble de ces études ne permettent pas d’expliquer par quel mécanisme direct 

ou indirect les cryptochromes permettent la détection des champs magnétiques. Il a été montré que 

DmCRY interagissait avec une protéine codée par le gène MagR pour former un complexe protéique 

qui présente des réponses dépendantes de la lumière en présence d’un champ magnétique induit in 

vitro chez des cellules HEK ainsi que des neurones (Qin et al, 2016 ; Pang et al, 2017). Les atomes 

de fer, contenus dans le complexe MagR/DmCRY, ne sont cependant pas suffisants pour expliquer les 

effets obtenus. Bien que la paire radicalaire formée entre le tryptophane et la flavine du cryptochrome 

puisse être impliquée, le mécanisme sous-jacent reste encore inconnu. Des études génétiques 

substituant DmCRY aux cryptochromes de vertébrés ont montré que la sensibilité aux champs 

magnétiques et à la lumière est probablement très conservée chez les animaux (Nießner et al, 2016). 

Les cryptochromes de mammifères et notamment humains montrent une activité lumière 

dépendante en présence d’un champ magnétique (Foley et al, 2011).  Ces études ne se sont toutefois 

contentées que d’exprimer la protéine hCRY2 chez la drosophile en étudiant leur comportement lors 

d’expériences utilisant des labyrinthes en T.  

 

3.2.4.3    Lien entre cryptochromes, ROS et champs magnétiques 

Les nombreuses études qui ont mis en relation les cryptochromes avec les champs magnétiques 

n’ont pas d’explication concrète aux faits observés, mais les caractéristiques du photocycle des 

cryptochromes permettent d’esquisser quelques hypothèses. Il a été plusieurs fois suggéré qu’il 

pourrait exister une autre paire radicalaire que le couple FADH• / Trp•, il s’agit de la paire FADH• / 

O2
•− (Ritz et al, 2009 ; Hogben et al, 2009 ; Nießner et al, 2014). Il est même envisagé que l’oxygène 

triplet 3O2 puisse, lui aussi, former un couple avec la flavine semi-réduite (Müller & Ahmad, 2011). 

Le produit final obtenu serait toujours le H2O2, et les mécanismes théoriques resteraient inchangés, à 

savoir qu’il est supposé y avoir une interconversion entre les formes triplet et singulet de ce couple et 

que seul l’état singulet permettrait de former les produits. L’existence de ces paires radicalaires 

pourrait, de plus, expliquer le fait que la triade de tryptophane ne soit pas nécessaire à la 

magnétoreception chez la drosophile (Gegear et al, 2010). Cependant, il est nécessaire que la flavine 

se réduise totalement pour aboutir à la paire radicalaire FADH• / O2
•− (voir figure 27), et cette forme 

étant très minoritaire, aucune expérience in vitro n’a donc pu mettre en évidence cette nouvelle paire. 
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La photoréduction est plus efficace in vivo (Consentino et al, 2015 ; Arthaut et al, 2017) et pourrait 

faire intervenir des agents réducteurs inconnus, rendant plausible la formation de cette paire radicalaire 

au sein de l’organisme.  

Il est également possible que les ROS contribuent aux effets des champs magnétiques sur 

certains organismes, y compris l’Homme, d’une autre manière que par le mécanisme des paires 

radicalaires. La régulation de leur synthèse dans les cellules peut conduire à des effets bénéfiques ou 

néfastes pour l’organisme (Sies et al, 2015), selon qu’ils permettent ou non d’activer les mécanismes 

de défense contre le stress. Or, les cryptochromes ont la capacité de synthétiser des ROS au cours de 

leur cycle de photoréduction. Le mécanisme des paires radicalaires permettrait en théorie de moduler 

la vitesse de synthèse des produits, dont les ROS font partie, en réponse aux champs magnétiques. Il 

est donc tout à fait concevable que la concentration en ROS dans les cellules puisse être contrôlée par 

les champs magnétiques, par l’intermédiaire des cryptochromes. Ceci pourrait entre autre expliquer 

les bénéfices observés lors de l’utilisation de CEMP sur des cellules humaines. En effet des travaux 

sur des modèles cellulaires humains ont démontré que les champs magnétiques ont la capacité 

d’augmenter les niveaux de ROS (Calabro et al, 2013 ; Poniedzialek et al, 2013 ; Zhao et al, 2011). 

Il est à noter que ces études utilisent des champs magnétiques d’induction modérée à forte, de quelques 

dizaines de mT à quelques teslas, bien plus importante que celle du CMT (45µT). De plus, les 

recherches qui étudient le lien entre les champs magnétiques et les ROS concernent une large variété 

de champs magnétiques (Wang & Zhang, 2017). Ces travaux n’ont étudié que l’effet des champs 

magnétiques sur la production des ROS sans étudier l’impact des cryptochromes sur cette production. 

Des études complémentaires utilisant des champs magnétiques de plus faible induction et se focalisant 

sur le lien entre les cryptochromes et les effets déjà observés semblent indispensables. 

  

 

Objectifs et approche expérimentale 
 

 

Mes différentes études sont regroupées en une série de 3 articles, publiés ou acceptés et sont 

focalisées autour de deux nouveaux champs d’études autour des cryptochromes : leur lien avec les 

ROS et leur rôle dans la magnétoreception 
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Dans le premier article nous avons étudié la synthèse des ROS induite par le cryptochrome de 

drosophile DmCRY. Nous avons repris le mode opératoire de l’article de (Consentino et al, 2015) qui 

constitue en grande partie la base de mon travail de thèse. Plusieurs études ont été menées :  

- La synthèse des ROS en cellules Sf21 surexprimant DmCRY 

- Le suivi de la synthèse des ROS par la protéine purifiée 

- Le suivi de la photoréduction in vitro 

 

Finalement nous avons montré une accumulation de ROS dépendante de DmCRY en lumière bleue 

à la fois en cellules et en protéines isolées. 

  

Le second article reprend le travail de (Consentino et al, 2015) sur la synthèse des ROS par 

CRY1 chez A. thaliana tout en l’approfondissant et en lui donnant du sens. Nous nous sommes ici 

demandé si la synthèse de ces ROS pouvait être également suivie chez des plantules d’Arabidopsis et 

avoir un rôle fonctionnel chez ces plantes. Selon le modèle théorique les ROS sont produits par le 

domaine N-terminal alors que la signalisation cellulaire est contrôlée par la partie C-terminale. Nous 

avons décidé d’étudier spécifiquement l’activité ROS N-terminale en utilisant des mutants de la partie 

C-terminale. Pour cela une série d’observations a été réalisée : 

- Détection des ROS en lumière bleue chez des plantules d’A. thaliana mutantes nulles ou 

surexprimant CRY1  

- Analyse qPCR de la régulation transcriptionelle des mutants CRY1 nuls mais aussi des mutants 

CRY1 C-terminaux C en lumière bleue. 

- Analyse de la photoréduction et de la synthèse des ROS des protéines mutantes C-ter CRY1 

purifiées 

- Vérification de l’inactivité biologique des cryptochromes mutants C-ter (accumulation 

d’anthocyanes et longueur d’hypocotyle) 

 

Nous avons finalement démontré un rôle potentiel du domaine N-ter seul pour certaines 

fonctions cellulaires et ce grâce à une signalisation par les ROS. 

Dans le dernier article qui n’est pas encore publié nous avons tenté de répondre à la question 

qui était de savoir si les champs magnétiques pulsés pouvaient avoir un impact sur l’activité des 

cryptochromes. Nous avons pour cela utilisé plusieurs modèles d’étude : 
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- Des pupes de drosophiles mutantes ou sauvages pour DmCRY. Nous voulions savoir si en 

présence d’un champ magnétique pulsé les drosophiles pouvaient modifier leur comportement. 

- Des cellules insectes sauvages ou surexprimant DmCRY. Celles-ci nous ont permis de savoir 

si en présence d’un champ magnétique et de la lumière bleue l’activité N-terminale pouvait 

être inhibée ou stimulée en synthétisant plus ou moins de ROS. 

- Le même type d’observation a été réalisé en cellules de mammifères (Homme et souris) avec 

les cryptochromes humains ou de souris. 

 

Ces dernière série d’études nous a permis de mettre en évidence une synthèse de ROS de façon 

CRY dépendante en présence de lumière bleue et d’un champ magnétique. Ces résultats combinés à 

ceux du deuxième article laisseraient supposer une régulation des fonctions cellulaires directement 

contrôlée par le champ magnétique pulsé. 

Additionnellement à ces résultats plusieurs études sont toujours en cours : 

- J’ai personnellement construit un grand nombre de plasmides afin de pouvoir exprimer des 

protéines CRY1 mutantes en cellules d’insecte Sf21 afin de pouvoir les purifier, et ceci dans le 

but de savoir quelle région de la protéine est responsable de la sensibilité au champ magnétique.  

- Nous étudions les effets d’un autre type de champ magnétique : le champ magnétique statique, 

dont les effets attendus sur les cryptochromes pourraient être différents de ceux observés avec 

le champ pulsé. 

- Nous sommes en ce moment en train d’étudier les effets de DmCRY sur le vieillissement des 

drosophiles sous différentes conditions lumineuses, avec pour objectif complémentaire 

d’étudier les niveaux d’expression des gènes connus comme étant impliqués dans le 

vieillissement. Ces études n’impliquent que la lumière bleue sans champ magnétique. 

- Un autre projet que nous avons débuté consiste en l’étude de l’interaction entre DmCRY de la 

drosophile et CRY1 d’Arabidopsis thaliana et deux facteurs de transcription : dFOXO et 

GBF1. Ces facteurs de transcription sont connus pour réguler de nombreux gènes 

respectivement en lien avec le vieillissement, soit en réponse à une forte lumière, il a également 

été montré qu’ils sont inactivés en présence de H2O2, ce sont ces deux caractéristiques qui nous 

ont amené à étudier leur lien potentiel avec les cryptochromes. 
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ARTICLE 1 
Blue-light induced accumulation of reactive oxygen species is a consequence of the 

Drosophila cryptochrome photocycle 

 

Arthaut L-D, Jourdan N, Mteyrek A, Procopio M, El-Esawi M, d’ Harlingue A, 

Bouchet P-E, Witczak J, Ritz T, Klarsfeld A, Birman S, Usselman R, Hoecker U, 

Martino C & Ahmad M 

 

Plos One 12, e0171836. 

 

1. Introduction 

Dans cet article nous sommes sortis du paradigme selon lequel les cryptochromes animaux et 

dans le cas présent DmCRY aurait principalement un rôle dans la régulation des gènes suite au 

changement conformationnel induit par la lumière bleue. Le principal objectif dans ce domaine était 

de déterminer la nature des réactions biochimiques permettant l’activité de cette protéine. De récentes 

études menées par notre propre équipe ont révélé une nouvelle fonction aux cryptochromes dans la 

synthèse des ROS aussi bien in vitro qu’in vivo (Müller & Ahmad, 2011 ; Consentino et al, 2015). 

L’axe principal de recherche était d’identifier l’enchainement des réactions photochimiques 

conduisant au changement conformationnel. Chez CRY1 comme pour DmCRY, la flavine est sous 

forme oxydée en obscurité et se réduit en présence de lumière pour permettre un changement 

conformationnel. Une récente controverse concernant photoréduction de DmCRY  a été discutée, 

celle–ci  s’appuie sur des études ayant montré que la forme semi-réduite FAD•- n’est pas nécessaire à 

la photoréduction in vivo, des protéines mutantes dont un tryptophane a été substitué sont incapables 

de subir la photoréduction in vitro, mais ces protéines mutantes continuaient pourtant à conférer une 

activité biologique in vivo (Oztuürk et al, 2008 ; Oztuürk et al, 2011). Il apparaît cependant que la 

photoréduction a bien lieu in vivo mais par des voies alternatives aux trois tryptophanes (Engelhard 

et al, 2014 ; El-Esawi et al, 2015). Les nouvelles études sur la relation entre ROS et cryptochromes 

ont commencé chez les plantes avec la protéine CRY1 purifiée, mettant en évidence une synthèse de 

H2O2, tout en sachant que CRY1 et CRY2 subissent tous les deux un cycle de photoréduction / 

réoxydation en lumière bleue. L’étape de réoxydation est théoriquement responsable de la synthèse du 
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H2O2. L’accumulation de ces ROS  dépendante des cryptochromes est visible au sein du noyau ou 

CRY1 et CRY2 sont eux même localisés (Consentino et al, 2015). Alors que dans les mitochondries 

et les chloroplastes, principaux producteurs de ROS dans la cellule, ce sont les enzymes métaboliques 

qui sont responsables de cette synthèse. 

Afin de résoudre certaines controverses ainsi que proposer de nouveaux champs d’études de la 

signalisation de DmCRY nous avons étudié son photocycle avec une nouvelle approche. Nous avons 

calculé certains paramètres enzymatiques de cette protéine comme son rendement quantique ainsi que 

sa demi-vie de réoxydation en obscurité, qui concorde avec des résultats déjà obtenus chez les plantes 

avec CRY1 et CRY2 (Ozturk et al, 2011 ; Ozturk et al, 2014). Nous avons enfin donné une nouvelle 

dimension à la signalisation de DmCRY en démontrant qu’une accumulation de ROS se produit à la 

suite d’une illumination en lumière bleue de cette protéine, dans la cellule tout et avec la protéine 

isolée. Ces résultats suggèrent la possibilité qu’une synthèse enzymatique directe par les 

cryptochromes pourrait représenter un mécanisme alternatif de stress oxydant fortement conservé dans 

le règne du vivant.  

 

2. Matériels et méthodes 

Echantillons protéiques et expériences de photoréduction :                                                          

Ce matériel a été utilisé pour les figures 1 ,2 et 3. Le cDNA complet du gène DmCRY a été 

cloné dans un vecteur de transfert baculovirus : pAcHLT-A en phase avec un tag de 6 histidines en N-

terminal. La protéine DmCRY a été exprimée dans des cellules d’insecte Sf21 par des méthodes 

préalablement établies, et a été purifiée par une colonne d’affinité en nickel NTA dont le protocole 

d’extraction a déjà été décrit (Bouly et al, 2007). Les expériences de photoréduction ont été réalisés à 

21°C dans un tampon phosphate à 50mM, pH 7.5 et 10mM de β-mercaptoéthanol. Des constructions 

contrôles (Spa1), permettant une expression de la totalité du cDNA de la protéine SPA1 ont été 

effectuées en clonant ce gène dans le vecteur baculovirus pDEST10 (Thermo Fisher Scientifique, 

Waltham, Ma.) puis le vecteur a été introduit en cellules Sf21. La protéine SPA1 a été choisie car ayant 

un rôle dans la signalisation par la lumière, mais elle n’a pas de pigments photoactifs en lumière.  

Analyses cinétiques : 

Des analyses cinétiques par méthode numérique ont été effectuées pour le calcul du rendement 

quantique par photon ainsi que la demi-vie de réoxydation, en utilisant notamment les spectres 
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d’absorption obtenus (figure 2), le protocole ayant déjà été décrit (Procopio et al, 2016). Les détails 

de ces analyses se trouvent dans les résultats supplémentaires de l’article (S1). 

Détection des ROS dans les échantillons de protéines purifiées : 

 Pour détecter les ROS, la protéine DmCRY a été éclairée en lumière bleue à 3000µE (μmol m-

2 sec-1) pendant 30 minutes à 0°C. La concentration en protéine était de 30µM (PBS pH 7.4) et sans 

agent réducteur. Des aliquotes ont été prélevés intervalles réguliers et congelés dans l’azote liquide 

avant de détecter les ROS. Pour cela 3µL d’échantillon protéique décongelé ont été dilués 100 fois 

dans du tampon phosphate à 50MmM pH 7.4. On ajoute l’Amplex UltraRED à la concentration finale 

de 10µM et la horseradish peroxydase à une concentration finale de 0.2 U. Après 30 minutes 

d’incubation à l’obscurité la fluorescence a été détéctée avec un volume de 100µL par puits à l’aide 

d’un spectrofluorimètre Cary Eclipse en utilisant les maximums d’excitation / émission : 560nm / 

590nm. Pour l’Amplex Red la fluorescence détectée a été convertie en concentration d’H2O2 en 

utilisant une gamme étalon de concentration en peroxyde d’hydrogène. La valeur de cette 

concentration sur le graphique correspond à celle de l’échantillon non dilué avant l’analyse. Un autre 

marqueur a été utilisé pour la détection des ROS : le DCFH-DA, 1mM de ce marqueur a été rajouté 

aux échantillons protéiques dans leur tampon d’élution avant illumination. La fluorescence a été lue 

en triplicatas sans dilution en prélevant directement 100µL pour chaque puits à analyser au 

spectrofluorimètre. Les longueurs d’ondes d’excitation / émission étaient respectivement de 490nm / 

530nm.  

Détection des ROS dans les cultures de cellules d’insectes Sf21 : 

 Les cellules d’insecte exprimant DmCRY ou SPA1 ont été collectées 72h après leur infection 

par les baculovirus exprimant les différentes constructions, et ont été resuspendues dans du PBS 

(50mM sodium phosphate, 150mM NaCl à pH 7.4) avec pour concentration finale 2 x 105 cellules/mL. 

Le DCFH-DA a ensuite été ajouté à une concentration finale de 1mM avant illumination à 22°C. 

L’illumination a été effectuée sur des plaques 24 puits avec 1mL de culture cellulaire directement 

placée sous la source lumineuse pendant 10 minutes à différentes intensités lumineuses (figure 4). 

Après illumination les cellules sont collectées, lavées au PBS puis lysées dans un volume final de 

500µL de PBS dans lequel on a ajouté du Triton X-100 à 0.1%. 80µL de lysat cellulaires sont prélevés 

à trois reprises pour chaque condition et la fluorescence est mesurée avec 490nm ex / 530nm em. 

Détection de DmCRY par immunofluorescence : 
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 Les cellules Sf21 sont incubées pendant 2h sur lamelles de verre puis placées en obscurité ou 

en lumière bleue pendant 15 minutes et fixées avec du paraformaldéhyde à 2% pendant 10 minutes à 

température ambiante. Elles sont perméabilisées avec du Triton X-100 à 0.1% et incubées avec 

anticorps polyclonal de lapin anti-DmCRY et un anticorps secondaire anti-lapin Alexa 488. Un liquide 

de montage comprenant du DAPI a été ajouté à la lamelle et recouvert d’une lame, les cellules ont été 

observées à l’objectif 63X au microscope confocal Leica SP5. Le DAPI et l’Alexa-488 ont été 

respectivement excités aux longueurs d’onde 405 et 488nm et l’émission de fluorescence a été détectée 

à 498 et 561nm.  

Localisation intracellulaire des ROS : 

 Les cellules Sf21 contrôles ou surexprimant DmCRY ont été lavées 2 fois avec du PBS (pH 

7.4) puis incubées dans du PBS contenant 58µM de DCFH-DA pendant 10 minutes en obscurité puis 

placées en lumière bleue pendant 5 minutes. Elles sont observées entre lame et lamelles à l’aide de 

l’apotome Zeiss AxioImager Z1 ou du microscope confocal Leica TCS SP5.  

 

3. Résultats : 

Nous avons démontré que les préparations purifiées de la protéine DmCRY subissent une réaction 

de photoréduction in vitro. Ceci implique la transition du cofacteur FAD de l’état oxydé FAD à l’état 

semi réduit anionique FAD•-. Au retour à l’obscurité la flavine se réoxyde spontanément en présence 

d’oxygène moléculaire pour revenir à l’état oxydé FADox, ce qui provoque un photocycle continu 

lorsque l’illumination est constante. De ce fait la vitesse de réoxydation de la flavine dépend des 

constantes de vitesse k et kb selon le modèle cinétique à 2 états (figure 1). Cette photoréduction 

dépendante de la lumière a été liée à l’activité biologique dans de nombreuses études (Vaidya et al, 

2013 ; Hoang et al, 2008). Cependant deux paramètres cinétiques, à savoir le rendement quantique et 

la demi-vie de réoxydation de la FAD•- n’avaient jamais été calculés. Nous avons utilisé le modèle à 

deux états du DmCRY et des expériences de photoréduction ont été réalisées in vitro sur des 

échantillons protéiques purifiés. Ils ont été illuminés en lumière bleue avec une intensité de lumière 

croissante pendant 30 secondes en présence de ß-mercaptoéthanol à 10mM (figure 2). L’apparition de 

la forme redox a ensuite été visualisée par la diminution de l’absorbance à 450nm, puis une fois 

l’échantillon laissé à obscurité l’absorbance a de nouveau augmentée pour revenir au spectre 

d’absorption d’origine de la flavine oxydée. C’est à partir de ces courbes que nous avons pu estimer la 

demi-vie de réoxydation et le rendement quantique (formule SI) d’après des formules déjà utilisées 
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(Procopio et al, 2016). La courbe en figure 2B rapporte la concentration de FADox normalisée  à 

partir des courbes en figure 2A en fonction du temps d’obscurité (td) et ce grâce aux équations 

décrivant le modèle à deux états (équation S7). On obtient finalement une valeur de kb de 0.0021s-1 

soit une demie vie de réoxydation de 5.5 minutes. Le calcul du rendement quantique a été possible 

grâce aux spectres d’absorption obtenus pour les figures 2A et 2B en utilisant le même modèle 

cinétique à 2 états déjà utilisé les cryptochromes d’Arabidopsis (formule S1). La figure 2D montre la 

constante de vitesse k en fonction de l’intensité de lumière bleue, cette relation a pu être établie à partir 

des spectres d’absorption obtenus en figure 2C et de la relation k= σ I. C’est à partir de cet ajustement 

linéaire que nous avons pu déterminer la valeur de σ, puis grâce à la relation connue entre ϕ le 

rendement quantique et σ nous avons pu déterminer que la valeur de ce rendement était de 0.35 (voir 

figures supplémentaires). Cela signifie concrètement que 35% de la lumière absorbée par le 

cryptochrome est utilisée pour la photoréduction. Cette valeur de rendement obtenue pour DmCRY 

est comparable à celle déjà obtenue pour CRY1 et CRY2 d’Arabidopsis tout comme la valeur obtenue 

pour la demi-vie de réoxydation (Procopio et al, 2016). Ces données suggèrent qu’il y a un 

environnement intra protéique stabilisant autour de la flavine pour le DmCRY. 

 La principale caractéristique de cette photoréduction est de produire de ROS (dont le 

superoxyde et le peroxyde d’hydrogène), comme cela a été montré chez Arabidopsis (Consentino et 

al, 2015 ; Müller & Ahmad, 2011). Pour déterminer si le même mécanisme a lieu pour DmCRY nous 

avons illuminé des échantillons protéiques purifiés de DmCRY et nous avons utilisé un test 

fluorimétrique avec l’Amplex Red qui se convertit en résorufine par réaction avec une molécule 

d’H2O2, la résorufine étant sélective du H2O2. Pour analyser la synthèse d’autre ROS plus réactifs 

comme le superoxyde un deuxième marqueur des ROS a été utilisé : le DCFH-DA qui contrairement 

à l’Amplex Reed a été ajouté aux protéines avant l’illumination. Des aliquotes ont été analysés à 

différents temps et des expériences utilisant une protéine contrôle : la BSA ont été réalisées dans les 

mêmes conditions qu’avec le DmCRY (résultats non publiés) et n’ont montré aucune augmentation de 

la synthèse des ROS après illumination en lumière bleue. En revanche la lumière bleue induit nettement 

la synthèse des ROS par la protéine DmCRY purifiée (figure 3A et 3B).  

Pour compléter ces observations nous avons analysé la synthèse des ROS par le DmCRY avec 

des cellules Sf21 pour vérifier si cette synthèse est biologiquement significative, avec l’aide du DCFH-

DA par dosage specrofluorimétrique. Des cellules contrôles (spa) sont également utilisées (voir 

méthode). Ces contrôles permettent d’éliminer les autres effets impliquant la synthèse des ROS de 

façon indépendante de DmCRY comme l’infection virale. Les résultats obtenus montrent que seule 

l’illumination des cellules surexprimant DmCRY induit une augmentation de la production des ROS 
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par rapport aux cellules contrôles (figure 4A). Cet effet est visible dès 40µE et s’amplifie si on 

augmente l’intensité de la lumière bleue. On peut remarquer qu’à des intensités lumineuses élevées 

comme 160µE la formation des ROS augmente également de façon modeste chez les cellules contrôles, 

ce qui indique qu’il y a des effets non spécifiques de DmCRY sur le stress cellulaire. Enfin on peut 

affirmer que ces effets sont lumière bleue dépendants, car ni l’obscurité ni la lumière rouge ne 

permettent une induction de la synthèse des ROS (figure 4B), ce qui est parfaitement compatible avec 

les mécanismes du photocycle des cryptochromes.  

Pour terminer cette série d’études nous avons démontré que l’illumination du DmCRY induisait 

la formation des ROS au sein du noyau. Ces résultats ont été obtenus en utilisant les mêmes cellules 

Sf21 et le marqueur DCFH-DA (voir méthode), et montrent une nette production de ROS par les 

cellules surexprimant DmCRY et uniquement avec la lumière bleue (figure 5A). La quantité de ROS 

détectable à l’apotome est inférieure et sensiblement identique pour les trois autres conditions, en 

obscurité pour les cellules CRY et SPA et en lumière pour les cellules SPA. Ces observations 

confirment donc les résultats préalablement obtenus par dosage, qui impliquent une production de ROS 

suite à un éclairage en lumière bleue. Pour obtenir des détails plus précis sur la localisation 

intracellulaire de ces ROS nous avons observé ces mêmes cellules avec DCFH-DA au microscope 

confocal. Un marquage fluorescent diffus peut être observé dans l’ensemble des cellules y compris 

dans leurs noyaux. Des structures vésiculaires comment le réticulum endoplasmique montrent un 

marquage fluorescent intense qui peut être expliqué par le fait que les cellules aient besoin de stocker 

l’excès de ROS produit avant de le sécréter dans le milieu extracellulaire (figure 5B). La localisation 

de DmCRY dans ces cellules avec ou sans lumière bleue a été rendue possible par 

immunofluorescence. Et on peut déduire de ces observations que le DmCRY est principalement 

présent au niveau du cytoplasme en obscurité et qu’il est localisé dans l’ensemble de la cellule après 

15 minutes en lumière bleue, et plus particulièrement dans le noyau (figure 5C). Ceci indique qu’il y 

a un transport du DmCRY dans la cellule du cytoplasme vers le noyau suit à une exposition en lumière 

bleue. Un mécanisme similaire a déjà été mis en évidence pour CRY2 (Jourdan et al, 2015). En 

résumé l’ensemble de ces données montrent qu’il y a une colocalisation entre la biosynthèse des ROS 

et l’expression du DmCRY dans ces cellules, ce qui est compatible avec le fait que le DmCRY 

synthétise lui-même des ROS. 
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4. Discussion : 

Une des principales questions concernant l’activation de DmCRY concerne la nature des réactions 

photochimiques impliquées dans certaines fonctions biologiques. L’interconversion redox de DmCRY 

a été reliée à ses mécanismes de signalisation dans de nombreuses études (Van Vickle-Chavez et al, 

2007 ; Hoang et al, 2008). Il a été également démontré que la photoréduction de la flavine induite par 

la lumière permet l’activation du cryptochrome (Berndt et al, 2007 ; Paulus et al, 2015) et que ce 

même changement redox permet l’interaction avec des partenaires protéiques même en l’absence de 

lumière (Vaidya et al, 2013), bien que certaines controverses concernant ces mécanismes soient 

apparues (Ozturk et al, 2008 ; Ozturk et al, 2011 ; Ozturk et al, 2014). Celles-ci contestant que l’état 

semi-réduit de la flavine soit nécessaire à l’activité du DmCRY. En effet des cryptochromes mutés 

pour un des trois tryptophanes sont incapables de transférer les électrons jusqu’à la flavine et gardent 

toujours une activité in vivo. Or il apparait que des voies alternatives aux tryptophanes pour le transfert 

des électrons soient utilisables au sein du DmCRY (Engelhard et al, 2014 ; El-Esawi et al, 2015), ce 

qui explique les résultats contradictoires obtenus. De plus l’intensité de lumière bleue utilisée au cours 

de ces expériences était bien au-dessus du seuil de saturation pour l’activation de DmCRY, de sorte 

que la réponse différentielle n’a pas été prise en compte. Malgré cela la corrélation entre 

l’interconversion redox de la flavine et l’activation de DmCRY par changement conformationnel 

permettant la signalisation a été récemment rigoureusement démontrée (Lin et al, 2018). C’est 

notamment pour cette raison que nos études tentent d’établir un nouveau lien entre la photoréduction 

de la flavine et la signalisation du DmCRY notamment par la synthèse des ROS. Il faut cependant 

rappeler dans ce contexte que les phénotypes observés qui sont induits par DmCRY dépendent de 

l’intensité de lumière utilisée, bien que la sensibilité de DmCRY à la lumière soit toujours identique. 

Par exemple l’induction de la protéolyse de DmCRY dans les neurones ou il s’exprime nécessite une 

intensité lumineuse beaucoup plus élevée que la simple régulation circadienne au niveau des cellules 

de l’horloge. Une telle variabilité est caractéristique des réactions de signalisation biologique grâce 

entre autre à des partenaires situés bien en aval par rapport au récepteur. Le rendement quantique de 

0.35 que nous avons obtenu se situe bien dans la gamme des molécules de signalisation et est 

comparable à celui de CRY2 ou des phototropines (Procopio et al, 2016 ; Kasahara et al, 2002). Le 

fait que la réduction de la flavine est efficace à faible intensité lumineuse (figure 2), ainsi que sa demi-

vie d’activation est relativement longue (5.5 minutes) est compatible avec un rôle de signalisation in 

vivo. Des expériences de protéolyse ont montré qu’un éclairage d’une durée inférieure à une 

milliseconde est suffisant pour induire l’activation du cryptochrome, qui n’est cependant mesurable 

que pendant les minutes suivantes (Ozturk et al, 2008). La signalisation par le domaine C-terminal de 
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DmCRY s’exerce donc pendant plusieurs minutes pour chacune des protéines au à partir du début de 

la période d’obscurité. Nos résultats ne concernant que la protéine pure, d’autres études suggèrent que 

la demi-vie in vivo de DmCRY pourrait atteindre 15 minutes (Ozturk et al, 2011). 

Une autre découverte majeure que nous apportons dans nos études est que les ROS se forment 

durant la photoactivation de DmCRY, grâce au transfert d’un électron de la FAD•- à une molécule de 

dioxygène pour finalement former une molécule d’ H2O2 (voir schéma réactionnel S1). La 

dismutation du superoxyde étant facilitée à pH 7.4 par les groupements hydroperoxyle HO2- conduit 

aux produits finaux : O2 et H2O2.  A chaque fois que la flavine est réduite à la lumière il y a une molécule 

de H2O2 formée pendant l’étape de réoxydation. La vitesse de cette réoxydation (kb de la figure 1) 

reste la même, que l’on soit en conditions d’éclairage ou en obscurité. Ainsi l’illumination de DmCRY 

devrait aboutir à une relation proportionnelle entre la concentration en protéine, le temps d’éclairage, 

la quantité de ROS produite et l’intensité de l’éclairage avant qu’elle ne devienne saturante. En accord 

avec cette hypothèse, la synthèse d’H2O2 augmente de façon linéaire pendant une durée de 30 minutes 

(figure 3A) et reste proportionnelle à l’intensité de l’éclairage jusqu’à 160µE in vivo (figure 4A). Le 

DCFH-DA qui détecte également O2•- a montré une augmentation linéaire en fonction du temps de la 

quantité de ROS synthétisée par DmCRY (figure 3B). Parallèlement à cela la formation des ROS 

observée dans les cellules Sf21 après illumination devrait avoir lieu y compris avec une concentration 

en DmCRY biologique, soit bien inférieure à celle observée dans ce modèle de surexpression 

protéique. L’ensemble de ces résultats combinés avec ceux déjà obtenus par spectroscopie RPE 

(Procopio et al, 2016) indiquent que les cycles de photoréduction / réoxydation de la flavine se 

produisent in vivo en réponse à une illumination continue de DmCRY en conditions physiologiques. 

Pour que ce mécanisme ait lieu, la flavine doit passer de l’état semi-réduit à l’état oxydé en obscurité, 

ce qui infirme certaines controverses concernant l’état redox de la flavine lorsque le cryptochrome est 

actif (Ozturk et al, 2008 ; Ozturk et al, 2014). 

Finalement nos résultats démontrent la possibilité que cette synthèse enzymatique des ROS puisse 

contribuer au rôle de signalisation de DmCRY. Le changement conformationnel subit par DmCRY se 

produit bien avant la réaction qui conduit à la formation des ROS. Il est donc difficile de séparer les 

effets sur la cellule uniquement dus au changement conformationnel en C-terminal et ceux qui 

découlent seulement de la formation des ROS par la partie N-terminale. Néanmoins les ROS sont en 

soi des régulateurs essentiels du stress cellulaire et du vieillissement à travers les lignées 

phylogénétiques (Fanjul-Moles ML, 2013). Une récent étude chez la drosophile indique que la 

restauration de l’amplitude d’expression journalière de certains composants de l’horloge circadienne 

due à la surexpression de DmCRY diminue la sensibilité au stress oxydant et augmente la longévité 
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(Rakshit & Giebultowicz, 2013). En accord avec ces études, de nouvelles réponses récemment 

découvertes et induites par DmCRY impliquent des gènes participant à la réponse aux stress et à la 

signalisation ROS (Vieira et al, 2012). Il n’est par ailleurs pas exclu que certains de ces effets soient 

dus à des régulations redox de certains facteurs de transcription qui pourraient être également sensibles 

aux ROS synthétisés directement par DmCRY. Une étude a révélé que certains canaux potassiques 

dont l’ouverture est modulée par les équilibres redox sont également régulés par les cryptochromes 

chez la drosophile (Fogle et al, 2015).  Ces études suggèrent finalement que la signalisation ROS des 

cryptochromes puisse impliquer l’activation ou l’inhibition de nombreux substrats cytosoliques ou 

nucléaires sensibles à l’état redox de la cellule. 

 

Ma contribution à cet article : 

- Expériences in vitro concernant les protéines purifiées. 

- Expériences utilisant les cellules Sf21 pour les dosages spectrofluorimétriques. 

- Observations à l’apotome. 

- Spectres d’absorption obtenus à partir des protéines purifiées. 

- Observations au microscope confocal pour la détection des ROS mais,  
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ARTICLE 2 

 

Blue-light induced biosynthesis of ROS contributes to the signaling mechanism of 

Arabidopsis cryptochrome  

 

El-Esawi M, Arthaut L-D, Jourdan N, d’ Harlingue A, Link J, Martino C & Ahmad M 

 

Sci Reports 7, 13875 

 

1. Introduction 

Les cryptochromes sont connus comme étant des récepteurs à la lumière bleue hautement 

conservés avec de multiples rôles de signalisation : la croissance et le développement des plantes, la 

photomorphogenèse, l’initiation de la floraison ou encore la réponse aux stress. Ce sont des protéines 

nucléaires qui régulent de manière plus ou moins directe plus de 20% du total des transcrits cellulaires 

(Jiao et al, 2007 ; Phee et al, 2007). Leur domaine C-terminal, de longueur variable, est important 

pour leur localisation nucléaire. Les partenaires protéique connus des cryptochromes chez Arabidopsis 

sont nombreux, comme COP1/SPA1, régulant d’autres facteurs de transcription tels que HFR1 ou 

HY5/HYH, qui permettent finalement de contrôler la floraison ou encore la photomorphogenèse. Le 

changement conformationnel qui résulte de leur activation permet la liaison avec des partenaires, bien 

que les mécanismes qui en sont responsables soient encore très mal connus (Kondoh et al, 2011). Il a 

récemment été montré que les cryptochromes végétaux comme CRY1 d’Arabidopsis thaliana sont 

capable de synthétiser des ROS  (H2O2 et O2
•−) après illumination (Consentino et al, 2015). Cette 

synthèse est possible grâce à l’étape de réoxydation de la flavine qui passe de l’état semi-réduit ou 

totalement réduit (FADH• ou FADH-) à l’état oxydé (Müller & Ahmad, 2011). Les ROS sont des 

sous-produits du métabolisme au niveau des chloroplastes, des mitochondries ou des peroxysomes. Ils 

peuvent aussi être induits par certains stress environnementaux et régulent les mécanismes cellulaires 

de la tolérance au stress : croissance des racines, sénescence, réponses hormonales, défense contre les 

pathogène mais également les mécanismes de défenses contre les ROS (Bhattacharjee S, 2012 ; Dietz 
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et al, 2016 ; Xia et al, 2015). Il a été montré que les cryptochromes sont impliqués de manière indirecte 

dans diverses voies de signalisation ROS, incluant les réponses défensives induites par l’oxygène 

singulet, le stress induit par les fortes intensités de lumière et l’apoptose (Danon et al, 2006 ; Kleine 

et al, 2007). Des analyses par puces à ADN ont montré qu’il y a un important chevauchement entre 

les gènes régulés par les ROS et les gènes régulés par les cryptochromes (Roberts et al, 2006 ; Chen 

et al, 2013 ; Jiao et al, 2005). Certains de ces effets sont indirects, comme la régulation des niveaux 

de production d’oxygène singulet en réponse à la lumière au sein des chloroplastes (Danon et al, 

2006), ou encore la régulation d’intermédiaires impliqués dans la photomorphogenèse (Chen et al, 

2013). Les mécanismes expliquant ces relations étroites restent peu connus. L’illumination des 

cryptochromes in vitro permet la production stœchiométrique des ROS (Consentino et al, 2015 ; 

Arthaut et al, 2017) il est possible que cette biosynthèse puisse directement jouer un rôle de 

signalisation chez les plantes en réponse à la lumière bleue. C’est à cette question que nous avons 

voulu répondre dans cette série d’études, avec pour modèle le gène CRY1 chez Arabidopsis thaliana. 

Nous montrons par microscopie à fluorescence que les ROS comme le peroxyde d’hydrogène 

s’accumulent dans le noyau des cellules végétales après activation du cryptochrome. Ils induisent 

l’expression de gènes régulés par les ROS, impliqués dans diverses fonctions liées au stress biotique 

ou abiotique. Les cryptochromes mutants en C-terminal, non fonctionnels pour les processus de 

photomorphogenèse gardent leur capacité à induire des phénotypes liés aux ROS. Nous concluons que 

la biosynthèse nucléaire des ROS par les cryptochromes représente un nouveau champ d’étude qui 

complète les autres études en cours. Ces mécanismes pourraient conduire à de nouvelles applications 

utilisant la lumière bleue pour activer les défenses des plantes en culture contre les toxines ou le stress 

environnemental de manière générale. 

 

2. Matériels et méthodes 

Conditions de croissance des plantes et plantules : 

 Les semis d’Arabidopsis sont d’écotype WS. Les plantules mutantes Cry1 et Cry2 n’ont pas de 

protéines CRY1 ou CRY2 détectables (Ahmad et al, 2002), d’autres mutants pour CRY1 ont été 

identifiés selon un protocole déjà établi (Ahmad et al, 1995). La croissance des plantules se fait sur 

milieu agar en boîte de pétri (1/2xMS, 2% sucrose, pH 6.0, 0.8% agar). Les graines ont été 

systématiquement stérilisées selon un protocole de référence (Ahmad et al, 2002), puis étalées sur 

boîte de pétri, maintenues à 4°C pendant 48h, puis finalement été placées 24h en lumière rouge pour 

induire leur germination avant d’être maintenues en obscurité ou placées dans les conditions 



P a g e  115 | 205 

 

lumineuses choisies pour nos expériences. La croissance de l’hypocotyle et l’accumulation 

d’anthocyanines ont été mesurés selon un protocole déjà utilisé (Ahmad et al, 1995). 

Observations à l’apotome : 

 10 plantules étiolées (maintenues en obscurité pendant tout leur développement) âgées de 8 à 

10 jours ont été utilisées pour chaque condition. Elles sont incubées dans 2mL de tampon phosphate 

(200mM pH 7.4) contenant 2µL HOECHST, 2µL de DMSO et 4µL de SOSG pendant 30 minutes en 

obscurité et à température ambiante. Elles ont ensuite été rincées 4 fois dans le même tampon 

phosphate seul puis placées à l’obscurité ou en lumière bleue saturante pendant 10 minutes. Les 

bservations sont faites au microscope Zeiss AxioImager.Z1/ApoTome à l’objectif 20X et des 

longueurs d’onde d’excitation / émission de 350 / 460-490nm pour le HOECHST et 372 / 395-416nm 

pour le réactif SOSG. Une superposition d’images a été obtenue avec une caméra CCD. Une seule 

section Z a été observée à l’aide du logiciel imageJ. Une map de colocalisation avec des pixels colorés 

a été établie. Le marquage HOECHST en rouge a été utilisé pour segmenter les images et définir les 

zones d’intérêt, puis en utilisant l’outil ROI manager la densité de signal cyan et rouge a été quantifiée 

dans la zone des noyaux et représentée sous forme d’histogrammes dans les conditions étudiées. 

Analyses par RT-PCR quantitative : 

 Les plantules d'Arabidopsis thaliana sauvages (WS), mutantes nulles pour CRY1, CRY2, 

double mutantes nulles CRY1-CRY2 et les mutants C-terminaux (K611R, D623K et D652K) ont été 

cultivées et ont germé comme décrit ci-dessus. Des plantules de 4 jours dont la croissance a eu lieu en 

obscurité ont été transférées en lumière bleue à 60µE pendant 3h ou conservées en obscurité. Ces 

plantules ont été ensuite collectées et broyées dans l’azote liquide. L’ARN total a été isolé en utilisant 

le kit RNeasy Plant (Qiagen) et la synthèse de l’ADN complémentaire a été réalisée à l’aide du kit 

Reverse Transcription (Qiagen). Les qRT-PCR ont été réalisées en utilisant le SYBR Green PCR Kit 

(Qiagen). Les réactions de qRT-PCR ont été amplifiées dans les conditions suivantes : 95°C pendant 

15min, suivi de 40 cycles à 95°C pendant 15s, 57°C pendant 30 s et 72°C pendant 30s. Les niveaux 

d’expression ont été calculés et normalisés à l’expression d’un gène contrôle UBQ1. 12 couples 

d’amorces correspondant à 12 gènes impliqués dans la réponse aux ROS ont été utilisés pour les 

analyses et sont listés  le tableau 1 des données supplémentaires. 

Expression, extraction protéique et détection des ROS : 

 Toutes ces méthodes ont déjà été décrites (Consentino et al, 2015). Brièvement, l’allèle mutant 

E531K pour CRY1 a été cloné dans le vecteur d’expression baculovirus pBakPak9 en incluant un tag 
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composé de 6 histidines en N-terminal. Ce vecteur a été transfecté en cellules Sf21 et l’expression 

protéique induite selon les recommandations du fabriquant. Les protéines ont ensuite été isolées sur 

une colonne d’affinité de nickel (Bouly et al, 2007), la concentration qui a ensuite été utilisée pour nos 

expériences se situait entre 30 et 50µM. Les expériences de photoréduction ont été effectuées à 18°C 

dans un tampon phosphate (NaPO4 50mM pH 7.5) auquel a été ajouté 5mM de DTT. Après 

illumination en lumière bleue les spectres d’absorption ont été analysés par un spectrophotomètre Cary 

Scan 300 UV/Vis. Pour détecter les ROS, les échantillons de protéine sauvage CRY1 ou mutante 

E531K à la même concentration ont été éclairés dans le tampon NaPO4 et maintenus sur de la glace. 

L’intensité de l’éclairage était de 1000µE et aucun agent réducteur n’a été ajouté. Des aliquotes ont 

été prélevés aux temps indiqués et congelés dans l’azote liquide jusqu’à la fin de l’expérience. Ces 

aliquotes ont été décongelés et la fluorescence correspondant aux ROS a été mesurée grâce à l’Amplex 

Red selon le protocole décrit par (Consentino et al, 2015). 

 

3. Résultats 

Des études ont montré une augmentation des niveaux de ROS chez des cellules Sf21 exprimant 

des cryptochromes d’Arabidopsis recombinants, cependant aucun rôle n’y avait été attribué 

(Consentino et al, 2015). Nous avons donc tenté de déterminer si une illumination pouvait déclencher 

une augmentation de la synthèse des ROS par les cryptochromes au niveau des noyaux chez 

Arabidopsis. Deux types de plantules d’A. thaliana ont été utilisées : les doubles mutants C1C2, 

mutants nuls pour CRY1 et CRY2 et des plantules WS01 qui surexpriment la protéine CRY1. Le 

réactif SOSG permet de détecter l’oxygène singulet, un des sous-produits de la réoxydation de la 

flavine (figure 1b) (Müller & Ahmad, 2011). Nous avons observé la production de ROS au niveau 

des apex racinaires car ceux-ci expriment les cryptochromes et la détection des ROS n’est pas 

perturbée par l’activité des chloroplastes. Après illumination les plantules C1C2 et WS01 avaient 

toutes les deux des niveaux de ROS similaires, bien qu’ils soient quelque peu réduits chez les mutants 

C1C2 (figure 2, panneaux SOSG). Cependant si on regarde la superposition des deux marquages 

noyaux et ROS (figure 2, panneau Colocalized pixels Map) on peut voir une nette différence entre 

les deux types de plantules. La proportion de marquage ROS qui colocalise avec les noyaux est près 

de 4 fois supérieure chez les plantules WS01 par rapport aux doubles mutants (figure 2b). Nous en 

avons conclu que cette forte augmentation de la quantité de marquage ROS chez les plantules WS01 

ne pouvait résulter que de l’activation du cryptochrome par la lumière, et pourrait être compatible avec 

un possible rôle de signalisation dans le noyau.  
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De nombreuses analyses transcriptomiques concernant l’expression des gènes régulés par les 

cryptochromes après exposition en lumière ont été réalisées (Kleine et al, 2007 ; Roberts & Paul 

2006 ; Chen et al, 2013). Elles ont indiqué un chevauchement entre les gènes régulés par la lumière 

et ceux régulés par les ROS. Pour vérifier l’ampleur de ce chevauchement nous avons choisi d’étudier 

au hasard une douzaine de gènes qui avaient déjà été décrits comme étant induits par les ROS, à travers 

plusieurs catégories fonctionnelles différentes incluant la défense contre les pathogènes ou la 

détoxification des ROS. Parmi ces 12 gènes on retrouve : 

- ERF4 et ERF5, facteurs de transcription sensibles à l’éthylène, une hormone végétale (Laloi 

et al, 2007). 

-  WRKY33 également sensible à l’éthylène (Jiao et al, 2005).  

- Un facteur de transcription à doigt de zinc ZAT10 (Miller et al, 2008) 

- La protéine SIB1 (Sigma Factor Binding Protein 1) (Laloi et al, 2007) 

- HSPRO2, une Heat Shock Protein (Jiao et al, 2005)  

- APX2, une enzyme de détoxification des ROS (Miller et al, 2008) 

- ANACO47, une protéine dont l’expression est régulée par le stress oxydatif (Mehterov et al, 

2012). 

- FMO1, qui permet la résistance aux pathogènes (Griebel & Zeier, 2008) 

 

L’expression de ces gènes a été analysée chez 4 types de plantules mutantes ou sauvages 

d’Arabidopsis après illumination pendant 3h en lumière bleue saturante pour que les réponses induites 

par les cryptochromes soient significatives (figure 3). L’ensemble de ces gènes ont montré une 

diminution de leur expression chez les plantules mutantes nulles pour CRY1 ou CRY2. En revanche 

aucune différence d’expression n’a été détectée en obscurité (figure 1 supplémentaire) entre les 

plantules sauvages ou mutantes. On peut remarquer que les simples mutants nuls pour CRY1 ou CRY2 

montrent tous les deux une diminution de moitié de l’expression des 12 gènes, et que les doubles 

mutants nuls montrent une expression encore plus faible. Ceci indique que CRY1 et CRY2 contribuent 

de manière équivalente à l’induction de l’expression de ces gènes. 

Toutefois les cryptochromes le changement conformationnel subit par les cryptochromes en 

lumière bleue et qui leur permet d’interagir avec des partenaires protéiques semble contribuer au rôle 

des cryptochromes dans la signalisation ROS (Danon et al, 2006 ; Kleine et al, 2007 ; Roberts & 

Paul, 2006 ; Chen et al, 2013). Nous nous devions de résoudre le problème qui était de déterminer si 
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la biosynthèse directe des ROS par les cryptochromes pouvait jouer un rôle dans la signalisation ROS 

de manière indépendante au changement de conformation en C-terminal. Après avoir étudié l’activité 

biologique de plusieurs allèles mutants pour la partie C-terminale du gène CRY1 nous avons 

sélectionné quelques-uns qui ne présentaient aucune des activités biologiques connues des 

cryptochromes. Certains des mutants que nous avons identifié ont déjà été décrits comme inactifs pour 

des fonctions comme l’inhibition de croissance de l’hypocotyle ou l’accumulation d’anthocyanines en 

lumière bleue (Ahmad et al, 1995 ; Shalitin et al, 2003 ; Procopio et al, 2016) car incapables de subir 

le changement de conformation nécessaire pour interagir avec d’autres protéines. Nous avons ainsi 

analysé l’allèle mutant E531K pour CRY1 dont la mutation ponctuelle se situe en C-terminal et en 

dehors de la séquence de localisation nucléaire, ce qui confère à cette protéine une inactivité qui n’est 

pas reliée à une incapacité à se relocaliser dans le noyau. Nous l’avons comparée à la protéine sauvage 

CRY1 pour sa capacité à subir une photoréduction en lumière bleue ainsi que pour sa capacité à se 

réoxyder en obscurité et à synthétiser des ROS comme H2O2 (figures 4a, 4b et 4c). La capacité de 

cette protéine mutante à induire la photoréduction de la flavine reste inchangée par rapport à la protéine 

sauvage CRY1 (figure 4a). La capacité de ces mêmes protéines mutantes à réoxyder la flavine et à 

synthétiser du peroxyde d’hydrogène est également comparable à la protéine sauvage (figure 4b et 

4c). Ces résultats confirment que la mutation en C-terminal n’affecte pas la capacité de cette protéine 

à synthétiser des ROS lors de la réoxydation. La perte de fonction de ce mutant pour la 

photomorphogenèse était donc reliée à son incapacité de subir le changement conformationnel, et n’est 

pas due à une incapacité à synthétiser des ROS. Mais l’information essentielle est que l’on peut 

dorénavant étudier l’activité de biosynthèse des ROS par CRY1 de manière indépendante à son activité 

C-terminale.  

L’objectif a ensuite été de vérifier si ces mutants de substitution en C-terminal étaient capables de 

réguler certaines fonctions cellulaires, et par la même occasion certains des 12 gènes régulés par les 

ROS sur lesquels nous nous sommes focalisés. Nous avons pour cela étudié 3 mutants de substitution 

en C-terminal que nous avons nouvellement identifiés : R611K, E623K et E652K. Ces mutations ne 

concernent aucun des résidus connus comme étant phosphorylés et se situent en dehors de toute région 

connue comme essentielle à la localisation nucléaire. Ces allèles mutants ont chacun montré un niveau 

d’expression comparable au type sauvage en obscurité pour l’ensemble des 12 gènes (figure 2 

supplémentaire). Nous avons dans un premier temps analysé l’influence de ces mutations pour la 

croissance de l’hypocotyle chez des plantules d’A. thaliana selon une gamme d’intensité de lumière 

bleue (figure 5a). A des fins de comparaison les allèles mutants W145-STOP et hy4-3 ont été utilisé 

comme témoins négatifs chez lesquels la synthèse de la protéine CRY1 n’est pas détectable (Ahmad 
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et al, 2002). Les résultats obtenus pour la croissance de l’hypocotyle indiquent que les mutants C-

terminaux ponctuels sont tous insensibles à la lumière bleue de 2 à 90µE car cette croissance est 

identique à celle observée pour les mutants hy4-3 et W145-STOP. Par contraste les plantules sauvages 

ont une longueur d’hypocotyle bien plus réduite en présence de lumière bleue. Les trois mutants C-

terminaux analysés sont donc inactifs pour la photomorphogenèse et la synthèse des ROS en N-

terminal n’a aucun rôle à jouer dans cette fonction. Nous avons analysé ensuite ces mêmes plantules 

mutantes ou sauvages pour leur capacité à accumuler les anthocyanines, un processus régulé par de 

nombreux intermédiaires de signalisation eux-mêmes régulés par les cryptochromes comme COP1 ou 

HY5 / HLH (Herbel et al, 2013). Cette accumulation peut également être induite par le stress, ce qui 

nous a conduits à vérifier si les ROS synthétisés par les cryptochromes pourraient en être responsable, 

du moins en partie. On peut affirmer au vu des résultats (figure 5b) que la concentration en 

anthocyanines est réduite de moitié chez l’ensemble des mutants pour CRY1 par rapport aux plantules 

sauvages et ce à des intensités de lumière bleue de 8 à 20µE, en accord avec les résultats obtenus par  

(Ahmad et al, 1995). Lorsque l’intensité est plus forte (90µE), l’accumulation de ces anthocyanines 

est significativement plus élevée chez les mutants R611K, E623K et E652K par rapport aux mutants 

nuls W145-STOP et hy4-3. Ces effets ne peuvent pas être attribués à une activité C-terminale résiduelle 

car à cette même intensité lumineuse il n’y a aucun effet notable concernant la croissance de 

l’hypocotyle. Ils ne peuvent donc qu’être induits par la capacité de ces mutants à synthétiser des ROS, 

cette capacité ayant été confirmée in vitro dans des expériences complémentaires (voir figure 

supplémentaire 3).  

Finalement nous avons analysé l’expression des gènes régulés par les cryptochromes et les ROS 

de la figure 3 chez les 3 mutants C-terminaux et par comparaison chez les plantules sauvages ou 

mutantes nulles pour CRY1 (figure 6a). Ces 3 mutants permettent une induction de chacun de ces 12 

gènes de l’ordre de 40% par rapport aux sauvages, et de l’ordre de 150 à 200% par rapport aux mutants 

nuls Cry1. L’activité de synthèse des ROS du domaine N-terminal qui correspond au différentiel des 

niveaux d’expression observés entre les mutants C-terminaux et les mutants nuls est donc essentielle 

pour la régulation de l’ensemble de ces 12 gènes régulés par les ROS. Le fait que l’expression de ces 

gènes soit plus importante chez les mutants C-terminaux que chez les sauvages pourrait être dû à un 

mécanisme inhibiteur en C-terminal qui pourrait réguler négativement ces niveaux d’expression. Les 

différences d’expression observées ne sont aucunement liées à des mécanismes d’autorégulation de la 

concentration en protéine CRY1 dans les plantules car celle-ci est identique chez le sauvage et 

l’ensemble des mutants (voir figure supplémentaire 2). Des analyses complémentaires ont été 

effectuées chez des plantules mutantes d’un tryptophane pour CRY1, et présentent une réduction de 
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leur efficacité de photoréduction de la flavine : W400FA et B. Ces protéines mutantes sont donc 

également incapables de synthétiser des ROS aussi bien in vitro qu’in vivo. Ils ne régulent en aucun 

cas les 12 gènes étudiés dont le niveau d’expression est semblable entre ces mutants et les mutants 

nuls Cry1 (figure 6b). L’ensemble de ces résultats, concernant l’accumulation d’anthocyanes et la 

régulation des gènes induits par les ROS par les mutants C-terminaux pour CRY1 montrent que le 

domaine N-terminal possède une fonction essentielle de signalisation par les ROS, et ce grâce à la 

synthèse enzymatique directe de ces ROS. 

 

4. Discussion 

Au cours de nos études, nous avons étudié le rôle potentiel des cryptochromes dans la signalisation 

ROS. Nous avons montré qu’il y a une accumulation visible des ROS dans les noyaux suite à 

l’activation des cryptochromes par la lumière (figure 2). Ce processus coïncide avec l’induction de 

gènes régulés par les ROS et impliqués dans de nombreuses fonctions (figure 3). Les allèles mutants 

C-terminaux confèrent toujours la capacité à synthétiser des ROS (figure 4 et figure supplémentaire 

3), et à réguler certaines fonctions liées au stress comme l’accumulation d’anthocyanes (figure 5). Et 

ils permettent aussi d’induire l’expression de gènes régulés par les ROS (figure 6a). Enfin avec une 

photoréduction et une synthèse de ROS fortement réduite in vivo, aucune induction de ces mêmes 

gènes n’est possible (figure 6b). Le domaine N-terminal seul de CRY1 étant suffisant pour induire 

l’expression de plusieurs gènes sensibles aux ROS que nous avons analysé dans notre étude (He et al, 

2015). Tous ces résultats concordent avec le rôle de signalisation induit par les ROS que nous avions 

envisagé pour le gène CRY1, bien que de nombreuses analyses transcriptomiques supplémentaires 

seront nécessaires pour identifier précisément quelles voies sont régulées de manière effective par ce 

mécanisme.  

Les mécanismes décrits jusqu’alors pour la régulation des voies de signalisation ROS par les 

cryptochromes semblent différents de ceux que nous venons d’identifier. Ils étaient indirects et  

impliquent peut-être des organites spécialisés dans la production de ROS comme les chloroplastes  

(Danon et al, 2006), ou encore par des intermédiaires de signalisation en aval des cryptochromes. Tous 

ces processus nécessitent un changement conformationnel et sont donc distincts de ceux qui 

n’impliquent que le domaine N-terminal. Il est toutefois possible que ces deux mécanismes distincts 

agissent de manière conjointe. Il est cependant utile de rappeler qu’en conditions normales chez des 

plantules sauvages d’Arabidopsis thaliana les cryptochromes ne devraient pas avoir d’impact majeur 

sur la production globale des ROS, celle-ci provenant très majoritairement des chloroplastes et des 
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mitochondries. La demi-vie de réoxydation des cryptochromes qui est de 5 minutes étant également 

très longue, elle signifie qu’une seule molécule de peroxyde d’hydrogène est synthétisée durant ce laps 

de temps pour une protéine donnée (Herbel et al, 2013). Le principal aspect des cryptochromes qui 

pourrait les désigner comme des acteurs centraux dans la signalisation ROS cellulaire est leur 

localisation nucléaire. Celle-ci pourrait leur permettre de modifier localement les équilibres redox 

autour d’intermédiaires de signalisation sensibles à la modification de ces équilibres (Brandes et al, 

2009). Ainsi la faible quantité de ROS produite par les cryptochromes aurait une grande efficacité, 

notamment sur des partenaires protéiques potentiels des cryptochromes. Les facteurs de transcription 

GBF1 et MYC2 se liant aux séquences promotrices G-Box pourraient être des candidats potentiels à 

un tel mécanisme, car ils régulent des gènes impliqués dans le stress induit par la lumière (Gangappa 

et al, 2013). Ces protéines interagissent physiquement entre-elles (Maurya et al, 2015). De plus 

l’affinité de la protéine GBF pour la fixation à l’ADN peut être modifiée par la présence d’agents 

oxydants comme le H2O2, ce qui déclenche leur séparation avec le motif G-Box et empêche l’activation 

transcriptionelle des gènes correspondants (Shaikhali et al, 2012). Ces protéines, par leur interaction 

directe ou indirecte avec l’ubiquitine ligase E3 COP1 pourraient se situer à proximité des 

cryptochromes qui interagissent eux-mêmes avec COP1 par l’intermédiaire d’autres facteurs comme 

HY5 / HLH (Gangappa et al, 2013). Cette proximité pourrait permettre d’amplifier l’efficacité des 

ROS synthétisés par les cryptochromes sur une protéine telle que GBF1 même si celle-ci n’interagit 

pas directement avec les cryptochromes. Le fait qu’un nombre croissant d’intermédiaires de 

signalisation soient reconnus comme étant régulés directement par oxydation ou réduction de leurs 

résidus cystéine renforce cette hypothèse (Waszczak et al, 2014). 

Une autre conclusion qu’apporte notre étude est que le mécanisme de photomorphogenèse qui 

dépend de CRY1 ne peut pas être relié à la synthèse de ROS en N-terminal. Ce résultat peut être 

expliqué par le fait que les mutants C-termiaux, dont la synthèse des ROS par les cryptochromes reste 

la même, ne sont pas capable de médier cette photomorphogenèse. Par conséquent un mécanisme de 

changement conformationnel du domaine C-terminal, permettant des intéractions protéiques stables 

pendant plusieurs minutes semble le plus approprié pour la signalisation. Il est donc probable que la 

signalisation ROS des cryptochromes par synthèse directe ait lieu à de très fortes intensités lumineuses, 

idéalement saturantes et sur le court terme, avant que l’homéostasie cellulaire n’intervienne. Cette 

hypothèse peut expliquer la raison pour laquelle aucune induction du gène FMO1 par les 

cryptochromes sous illumination continue en lumière blanche n’avait été détectée contrairement à nos 

résultats qui se sont basés sur des éclairages plus courts (Griebel & Zeier, 2008). D’autres études 

allant dans ce sens ont montré que l’induction des gènes régulés par les ROS après activation du 
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cryptochrome pouvait varier selon les conditions d’éclairage mais aussi selon les espèces. De fortes 

intensités lumineuses chez A. thaliana induisent l’expression de gènes liés au stress de façon 

dépendante aux cryptochromes, alors que des conditions d’éclairage différentes chez Brassica ou 

Rhodobacter n’ont montré aucune induction de l’expression de ces gènes (Kleine et al, 2007 ; 

Fruhwirth et al, 2012 ; Lopez et al, 2012). 

En pratique de nombreuses contraintes environnementales telles que la température, la salinité, la 

sécheresse, les herbicides ou les agents pathogènes induisent la formation de ROS qui à leur tour 

déclenchent les mécanismes de défense des plantes. Ces contraintes sont souvent à l’origine de lourdes 

pertes économiques. Il est cependant avéré aujourd’hui que la production de ces ROS n’est que 

transitoire et a principalement lieu au début des conditions de stress. Or plusieurs études ont démontré 

qu’une préexposition à cette production intense de ROS à un seuil inférieur que celui atteint lors du 

stress en lui-même permettait de déclencher une fonction protectrice, et ainsi immuniser les plantes 

aux contraintes environnementales futures. Ce mécanisme est connu sous le nom de tolérance au stress 

par acclimatation (Dat et al, 2000 ; Bhattacharjee S, 2012 ; Apel & Hirt, 2004). Les cryptochromes, 

par leurs propriétés, pourraient être des cibles idéales pour de telles interventions. Plusieurs de leurs 

paramètres cinétiques pour la synthèse directe des ROS étant connus, il serait possible d’obtenir une 

concentration en ROS désirée dans le compartiment nucléaire par simple contrôle de l’éclairage. De 

manière concrète on peut envisager l’utilisation de pulses de lumière bleue durant la nuit, sans pour 

autant interrompre le cycle jour/nuit des plantes, car c’est pendant la nuit que le stress oxydant 

d’origine environnementale est le moins important. Ces pulses pourraient néanmoins être suffisants 

pour déclencher les mécanismes de défense des plantes. La réponse des cryptochromes à la lumière 

pourrait ainsi devenir un nouvel outil optogénétique pour accroître la productivité de nombreuses 

plantes cultivées sans utiliser de molécules chimiques et pour un coût minimal. 

 

 

 

 

 

 



P a g e  123 | 205 

 

Ma contribution à cet article : 

- Observations des apex racinaires au microscope à fluorescence. 

- L’identification de nombreux mutants pour CRY1 chez A. thaliana, dont les mutants R611K, 

E623K, E652K et W145-STOP. J’ai également réalisé plusieurs constructions plasmidiques 

pour obtenir les plantules mutantes W400F d’A. thaliana. 

- J’ai également participé à l’obtention des spectres ainsi qu’à la détection des ROS in vitro, en 

réalisant des constructions plasmidiques qui ont servi à exprimer les protéines mutantes en 

cellules d’insecte Sf21 afin de pouvoir les purifier puis les analyser. 
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ARTICLE 3 

 

Low-intensity Electromagnetic fields Stimulate Human Cryptochrome to modulate 

Intracellular Reactive Oxygen Species.  

 

Sherrard M R, Morellini N, Jourdan N, El-Esawi M, Arthaut L-D, Neissner C, Rouyer 

F, Klarsfeld A, Procopio M, Doulazmi M, Witczak J, d’ Harlingue A, Mariani J, Ritz T, 

Martino C & Ahmad M 

 

1. Introduction 

 

Les champs magnétiques créés par l’Homme polluent de plus en plus notre environnement et leurs 

conséquences pour la santé humaine, bien qu’étant très peu étudiées, pourraient être néfastes 

(Kaszuba-Zwoinska et al, 2015). Paradoxalement une certaine classe de champs magnétiques, les 

champs electomagnétiques pulsés (CEMP) sont de plus en plus utilisés comme outils thérapeutiques 

pour pour de nombreuses affections comme la dépression, la maladie de Parkinson, la perte de 

mémoire, le cancer… (Markov M, 2015 ; Vadalà et al, 2015 ; Cook et al, 2015 ; Rohan et al, 2014 ; 

Vadalà et al, 2016 ; Rose et al, 2016). Ce paradoxe est principalement lié au fait que les mécanismes 

cellulaires sous-jacents restent très peu connus. Cependant les champs electomagnétiques de faible 

induction (µT ou mT) semblent plus propices à avoir un impact thérapeutiques. Ils affectent un grand 

nombre de tissus et restent en dessous du seuil d’excitation des neurones (Rodger et al, 2012), tout en 

étant théoriquement capable d’activer un magnétorécepteur protéique. Actuellement le princpal 

objectif dans ce domaine reste d’identifier le magnétorécepteur biologique ainsi que son mécanisme 

d’action, capables d’expliquer l’ensemble des effets produits par les CEMP. Les cryptochromes, par 

leurs propriétés et leur rôle dans la magnétoréception pourraient être ce magnétorécepteur (Arthaut et 

al, 2017 ; van der Horst et al, 1999 ; Foley et al, 2011). Leur capacité à synthétiser des ROS et leur 

rôle central dans la régulation des rythmes circadiens aussi bien chez les plantes que chez les animaux 

pourraient expliquer les effets thérapeutiques des CEMP. Les nombreuses études des effets de la 

stimulation par CEMP chez les mammifères rendent légitimes nos interrogations sur le fait que les 
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cryptochromes puissent également être responsables de la sensibilité de l’Homme aux champs 

magnétiques. 

Dans ces travaux nous montrons principalement par imagerie qu’une exposition à un CEMP chez 

des cellules d’insecte et de mammifères conduit à une accumulation rapide de ROS. De plus cette 

exposition aux champs electromagnétiques pulsés induit l’expression de gènes sensibles aux ROS et 

modifie la croissance cellulaire. Tous ces effets détectés nécessitent la présence du cryptochrome. En 

résumé nos résultats justifient que ces CEMP puissent avoir un rôle thérapeutique, grâce à l’action des 

cryptochromes, tout en mettant en garde contre leur mauvaise utilisation, susceptible d’être à l’origine 

d’effets nocifs non shouaités. 

 

2. Matériels et méthodes 

 

Appareils utilisés pour les CEMP : 

 Ces appareils commerciaux (EC10701, GEM Pty Ltd, Perth, Western Australia) sont utilisés à 

l’origine pour traiter les troubles musculo-squelettiques chez l’Homme. Leur fréquence est de 10Hz et 

leur intensité maximale utilisable lors des expériences est de 2mT à environ 1cm de la bobine. 

Expériences sur le comportement des drosophiles : 

 Différentes souches de drosophiles ont été utilisées (wild-type Canton S, wild-type Oregon-R, 

cry02, cryb ainsi que l’hétérozygote HsCRY1). La construction des souches, les conditions de 

croissances et de lumière ont été reprises d’un précédent protocole (Vieira et al, 2012). Les drosophiles 

adultes ont ainsi été transférées en boite de pétri carrée sur milieu riche, après 24h elles sont retirées 

et seules restent les larves pondues durant ce laps de temps. Ces larves sont exposées à une lumière 

bleue ou rouge pendant 3 jours. Un CEMP additionnel est ajouté au niveau d’un des 4 coins des boîtes 

de pétri pendant 5 jours. Une fois le développement des pupes terminé elles ne bougent plus et peuvent 

être comptées en fonction de leur répartition. Etant donné que les drosophiles préfèrent naturellement 

se positionner au niveau des coins, seule une petite portion de la boîte au niveau des 4 coins est prise 

en compte. 10 boîtes ont été analysées pour chaque condition lumineuse. Le nombre de drosophiles 

pour chaque coin est comparé au nombre total de drosophiles par boîte (voir détails supplémentaires 

en version PDF). 

Visualisation des ROS en cellules Sf21 : 
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Des cellules Sf21 surexprimant DmCRY ou une protéine contrôle SPA1 ont été générées selon 

an précédent protocole (Arthaut et al, 2017). La concentration en cellules observée pour chaque 

condition dans des chambres d’observations de 3.5cm² est de 400 000/mL. Les cellules sont d’abord 

incubées 2h à température ambiante, puis lavées et incubées dans un tampon phosphate (pH 6.4) 

contenant du DCFH-DA à 12.5µM durant 15min à l’obscurité. Puis 2 lavages dans le même tampon 

phosphate sans DCFH-DA sont effectuées avant de les exposer en lumière bleue avec ou sans CEMP. 

Les cellules sont ensuite observées au microscope confocal inversé Leica TCS SP5 à l’objectif 40X. 

Les longueurs d’onde d’excitation / émission pour la fluorescence du DCFH-DA sont de 488 / 561nm, 

et la fluorescence est observée grâce à un photomultiplicateur. Deux canaux ont été ainsi été analysés, 

les Z project ont été obtenus en utilisant les stack observés avec le logiciel imageJ.  

Détection du H2O2 sécrété par les cellules HEK par fluorimétrie : 

 Les cellules HEK296 sauvages ou doubles mutantes knockdown par RNAi (voir PDF pour les 

détails supplémentaires), ont été utilisées à la fois pour des observations microscopiques et pour des 

dosages spectrofluorimétriques. Ces cellules ont d’abord été maintenues en milieu DMEM avec 10% 

de sérum de veau fœtal, dans des flasques de 75cm². Après confluence elles sont disposées dans des 

plaques 12 puits avec un volume par puits de 1mL. Ces plaques 12 puits ont été incubées à 37°C avec 

5% de CO2, et le milieu a été changé tous les 2 jours. Durant ce même temps des appareils de CEMP 

sont disposés ou non sous ces plaques 12 puits. Afin d’éviter tout effet de bruit de fond magnétique au 

sein de l’incubateur les positions des plaques sont changées à intervalles réguliers. Une couverture en 

mu-Métal sépare les cellules non exposées des cellules exposées au CEMP. Les appareils de CEMP 

ont été allumés après 4h d’incubation de l’ensemble des plaques, ce temps correspond au t0. La 

détection fluorimétrique du H2O2 a été effectuée en utilisant l’Amplex Red. Pour nos expériences la 

concentration en cellules était de 25000 par puits. Au bout de 2 jours d’exposition ou non au CEMP le 

milieu de culture est éliminé, les cellules sont rincées avec du PBS et incubées pendant 2h dans 1mL 

de milieu DMEM contenant 2% de sérum de veau fœtal, 0.2 unités de horseradish peroxydase et 10µM 

d’Amplex Red. La fluorescence de la résorufine a été analysée sur des plaques noires de 96 puits à 

l’aide d’un spectrofluorimètre Varian Cary Eclipse. Les cellules sont comptées pour chaque puits, et 

la production de H2O2 a été normalisée par rapport au nombre de cellules. Une expérience contrôle a 

consisté à réaliser des courbes de calibration du H2O2 avec l’Amplex Red avec ou sans CEMP, et 

aucune différence n’a été observée, ce qui confirme que le CEMP ne perturbe pas le système de 

détection par l’Amplex Red. 

Observations des ROS produits par les cellules HEK et MEF au microscope confocal : 
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 Parallèlement à ces dosages les cellules HEK293 tout comme les cellules MEF ont été 

observées par microscopie confocale. Elles ont initialement été incubées dans du milieu DMEM 

supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal et 2mM de l-glutamine, avec 5% de CO2 à 37°C. Pour 

déterminer la localisation intracellulaire des ROS, les cellules HEK293 et MEF  été étalées dans des 

chambres d’observation, dans du tampon phosphate de potassium à pH 7 contenant 12.5µM de DCFH-

DA. Ces cellules ont été incubées à 37°C et 5% de CO2 pendant 15 minutes en présence ou non du 

CEMP. Elles ont enfin été rincées dans le tampon phosphate potassium pendant 15 minutes avant 

d’être observées au microscope inversé Leica TCS SP5 à l’objectif 63X. Les longueurs d’onde 

d’excitation / émission du DCFH-DA utilisées sont respectivement de : 488 / 498nm. L’émission de 

fluorescence est détectée à l’aide d’un photomultiplicateur et les Z project ont été réalisés à partir des 

stacks à l’aide du logiciel imageJ. 

 

3. Résultats 

 

Pour répondre aux questions soulevées dans l’introduction nous avons tout d’abord utilisé des 

drosophiles adultes et à l’état de larve dans un modèle d’étude de la sensibilité magnétique déjà bien 

établi, qui est l’évitement des champs magnétiques (Foley et al, 2011). Après avoir pondu leurs œufs 

pendant 24h les mouches adultes sont retirées et les larves seules se sont déplacées librement sur le 

milieu nutritif étalé sur la boite de pétri, pendant plusieurs jours sous lumière bleue. Elles forment alors 

des pupes capables de s’accrocher au milieu en vue de la métamorphose. Ces pupes ayant une 

préférence naturelle pour les coins, nous avons compté le nombre de pupes accrochées dans chacun 

des quatre coins de la boîte, dont l’un d’eux était exposé au CEMP pendant le déplacement des larves 

(figure 1a). Plusieurs souches de drosophiles ont été utilisées pour ces expériences, et parmi celles-ci, 

seules celles qui expriment le cryptochrome endogène DmCRY (WTS et WTO) ou le cryptochrome 

humain hCRY1 montrent un évitement du coin exposé au CEMP (figure 1b). Le nombre moyen de 

pupes comptées par coin exposé est significativement plus faible que pour les coins non exposés au 

CEMP chez ces souches, alors qu’aucune différence n’est observable pour les souches de drosophiles 

sans cryptochrome actif (CRYO2, Cryb, Gal4 Cry0, UAS Cry0). En complément nous avons montré 

que la présence de lumière bleue est nécessaire pour qu’il y ait évitement du CEMP chez les souches 

exprimant le cryptochrome (figure supplémentaire 3B). Une autre expérience contrôle a consisté à 

placer l’appareil à CEMP sous une couverture en mu-métal, un métal connu pour bloquer les champs 

magnétiques statiques ou pulsés, le mu-métal se situant entre le CEMP et la boîte de pétri. Aucun 

évitement n’a été détecté dans ces conditions, ce qui confirme que les réponses observées pour ces 
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drosophiles ne sont pas dues à la présence de l’appareil mais bien à la présence d’un CEMP (figure 

supplémentaire 3C). Une première explication possible à cet évitement est que des ROS sont produits 

par les cryptochromes en lumière bleue suite à l’activation du cryptochrome (Arthaut et al, 2017 ; 

Fogle et al, 2015). Les ROS étant des métabolites toxiques impliqués dans le vieillissement 

(endommageant les cellules), en accord avec les réponses observées chez les drosophiles exprimant le 

cryptochrome. Pour confirmer cette hypothèse nous avons donc observé la formation des ROS en 

cellules Sf21 contrôles (SPA) ou surexprimant DmCRY après 15 minutes de lumière bleue + CEMP 

avec le marqueur DCFH-DA. L’analyse au microscope confocal révèle une forte augmentation de 

signal fluorescent chez les cellules qui expriment DmCRY lorsqu’on ajoute CEMP en plus de la 

lumière bleue (figure 1C). Alors qu’aucune différence notable n’est détectable chez les cellules 

contrôles dans ces mêmes conditions (figure supplémentaire 4). Ces données nous permettent 

d’affirmer qu’une stimulation par CEMP induit une accumulation de ROS intracellulaire médiée par 

le cryptochrome chez la drosophile. 

Les cryptochromes mammifères sont capables de subir des réactions redox in vivo  comme l’ont 

montré des expériences par spectroscopie EPR (Hoang et al, 2008). Ils sont de plus capables d’induire 

une sensibilité aux champs magnétiques, et ce en concordance avec de précédents travaux (Foley et 

al, 2011). Il semble donc logique qu’ils puissent être capables d’induire une production de ROS en 

réponse à un CEMP. Nous avons donc vérifié cette hypothèse en utilisant des cellules humaines de 

rein HEH293. Après croissance de ces cellules sauvages ou double knockdown pour hCRY1 et hCRY2 

à l’obscurité avec ou sans CEMP pendant 2 jours nous avons vérifié si des ROS avaient été produits 

en les dosant par spectrofluorimétrie avec l’Amplex Red. Comme les résultats le montrent (figure 2a) 

la fluorescence obtenue pour les cellules sauvages exposées au CEMP est significativement plus élevée 

que celle obtenue pour les trois autres conditions. Ceci indique qu’il y a une production de ROS qui 

requiert à la fois la présence des cryptochromes et du CEMP. Précisons qu’aucune lumière n’a été 

utilisée dans l’ensemble des expériences qui concernent les cellules mammifères. Afin d’approfondir 

ces résultats nous avons compté le nombre moyen de cellules présentes par puits pour chaque 

condition, et nous avons relevé une nette diminution de la croissance cellulaire chez les cellules 

sauvages exposées au CEMP comparé aux cellules knockout ou celles non exposées au CEMP (figure 

2b). Il semble donc à ce stade qu’il y ait un effet toxique du CEMP sur les cellules HEK293 et ce de 

manière dépendante du cryptochrome, en accord avec l’effet toxique d’une accumulation de ROS. Des 

expériences similaires sur ces mêmes cellules HEK293 en utilisant des siRNA pour hCRY1 et hCRY2 

ont été effectuées et ont montré des résultats similaires à ceux obtenus en figure 2 (knockout).  
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Nous avons complété ces résultats en observant au microscope confocal l’accumulation des ROS 

déjà détectée par Amplex Red chez les cellules HEK, mais en utilisant cette fois le DCFH-DA comme 

pour les cellules Sf21. Après 15 minutes d’exposition ou non au CEMP chez les cellules HEK 

sauvages, la fluorescence correspondant aux ROS est analysée, et celle-ci est plus intense lorsque les 

cellules sont soumises au CEMP (figure 3, panneaux en haut). Cette fluorescence est observable à la 

fois dans les noyaux et le cytoplasme avec un marquage prononcé au niveau de structures vésiculaires 

autour du noyau, en accord avec la localisation cellulaire des cryptochromes dans l’ensemble de la 

cellule (Tamanini et al, 2005). Enfin pour terminer nos observations au microscope confocal nous 

avons détecté la présence de ROS chez des cellules embryonnaires murines MEF sauvages ou doubles 

knockout mCRY1 / mCRY2 après exposition ou non au CEMP, selon le même protocole que pour les 

cellules HEK. Les résultats obtenus montrent à nouveau une induction de la production de ROS qui 

nécessite la présence à la fois du cryptochrome et du CEMP (figure 3, panneaux du milieu et du 

bas). Les cellules MEF doubles knockout ou non exposées au CEMP montrent par contraste un 

marquage ROS similaire, nettement inférieur à celui des cellules sauvages exposées au CEMP. 

L’ensemble des données concernant les cellules mammifères fournissent des preuves concluantes pour 

attribuer aux cryptochromes de type II un rôle dans la détection des champs électromagnétiques pulsés. 

Cependant pour relier ces effets sur les ROS aux bénéfices thérapeutiques observés chez l’Homme, 

d’autres expériences complémentaires sont nécessaires. C’est avec cet objectif qu’une analyse par puce 

à ADN a été réalisée chez les cellules HEK293 sauvages après 3h d’exposition au CEMP (tableaux 

supplémentaire 1 et 2 en ligne). Des centaines de gènes ont été identifiés comme ayant une expression 

induite ou réprimée par ce CEMP, dont une majorité code pour des protéines localisées dans le noyau, 

l’appareil de golgi ou le réticulum endoplasmique (tableau supplémentaire 5 en ligne). C’est dans 

ces mêmes compartiments qu’une forte proportion de ROS a été identifiée chez les cellules HEK293 

et les cellules MEF. Des analyses par qPCR ont été effectuées pour 9 de ces gènes (figure 

supplémentaire 6) dont l’expression en cellule HEK293 exposées au CEMP a été normalisée par 

rapport à la condition contrôle sans CEMP. Des méthodes bio-informatiques ont permis d’identifier 

un enrichissement de la fonction oxydoréductase, ce qui coïncide avec la production de ROS (tableau 

supplémentaire 6 en ligne). De plus la plupart de ces gènes régulés par le CEMP contiennent des 

éléments de promoteurs sur lesquels se fixent des facteurs de transcription sensibles aux ROS (tableau 

supplémentaire 7 en ligne). Ces données sont finalement en accord avec nos observations des cellules 

MEF et HEK293 au microscope confocal qui montrent une induction de la production de ROS en 

présence de CEMP dans les mêmes compartiments cellulaires.  
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4. Discussion 

 

Une des principales hypothèses qui permettent d’expliquer la modulation de la production des 

ROS dans les cellules par les cryptochromes sous l’effet d’un CEMP est le mécanisme des paires 

radicalaires (Hore & Mouritsen, 2016). Il s’applique notamment à l’interconversion redox de la 

flavine au sein du cryptochrome. Ce mécanisme s’appuye sur l’interconversion des électrons non 

appariés d’un tryptophane et de la flavine entre l’état triplet et singulet, ce qui permet de contrôler 

théoriquement leur vitesse de réaction et donc la quantité de produit formé par unité de temps. Les 

ROS dont le H2O2 font partie de ces produits (Arthaut et al, 2017) et leur production par les 

cryptochromes pourrait donc être modulée par un CEMP. Les autres mécanismes théoriques expliquant 

la magnétoréception n’impliquent pas le cryptochrome et ne peuvent expliquer les différences que 

nous observons dans nos résultats pour la production des ROS. Grâce au modèle des paires radicalaires 

il est possible de calculer la différence de rendement pour l’état singulet avec ou sans CEMP, cette 

différence serait de 14% en utilisant nos appareils à CEMP (figures 7 et 8). Cet écart est théoriquement 

suffisant pour qu’un tel mécanisme de magnétoréception soit biologiquement significatif (Ritz et al, 

2000 ; Brocklehurst B, 2002 ; Liedvogel & Mouritsen, 2010 ; Evans et al, 2013). Nos résultats 

impliquent cependant que ces faibles différences théoriques de départ puissent s’amplifier pour 

conduire à un différentiel bien plus évident, telles que celui que nous avons observé au microscope 

confocal.  

Pour résumer les ROS produits en relation avec les cryptochromes représentent un des meilleurs 

candidats possibles pour expliquer les effets des stimulations magnétiques sur les organismes. Nos 

résultats sont de plus conformes aux premières études qui ont démontré que la réactivité du dioxygène 

tout comme celle des ROS peut être affectée par les champs magnétiques (Markov M, 2015). 

Cependant nos études attribuent ces effets à des photorécepteurs flavoprotéiques à la fois 

cytoplasmiques et nucléaires, et non pas aux voies métaboliques mitochondriales. Nous remarquons 

cependant que le signal CEMP utilisé dans nos études (figures supplémentaires 1 et 2) n’a pas 

d’application thérapeutique et semble nocif sur les cellules humaines lors d’une exposition prolongée. 

Malgré ce constat, il pourrait être envisageable d’induire des effets bénéfiques sur les cellules en 

expérimentant une large gamme de fréquences et d’amplitudes différente de ce signal, et ce en 

s’appuyant sur les avantages procurés par les thérapies à base de CEMP chez l’Homme (Vadalà et al, 

2016 ; Rose et al, 2016 ; Rodger et al, 2012). Ces avantages bénéfiques étant explicables par la 

modulation de la concentration en ROS dans une plage thérapeutique, qui peut alors induire les 

mécanismes de défense des cellules (Sies et al, 2015). 
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D’un point de vue de santé publique notre travail démontre que l’exposition à des champs 

magnétiques aussi faibles que ceux utilisés (1.8mT) a des conséquences physiologiques. La plupart 

des appareils électroménagers émettent des champs magnétiques du même ordre de grandeur (voir 

références 1-4 de l’article 3). Il est aujourd’hui connu que les champs électromagnétiques émis par 

l’Homme dans l’environnement, tel que les bâtiments publics, suffisent à perturber l’orientation des 

oiseaux (Engels et al, 2014). Toutefois aucune étude épidémiologique n’a à ce jour fourni la preuve 

que les champs électromagnétiques peuvent induire des pathologies chez l’Homme (voir références 

1-4). Nos résultats soulèvent la possibilité de possibles effets synergiques néfastes entre les champs 

électromagnétiques et certains facteurs environnementaux ou cellulaires, qui pourraient alors stimuler 

la production de ROS intracellulaire. De nouvelles études épidémiologiques à long terme, et prenant 

en compte ces différents facteurs sont certainement nécessaires pour une meilleure évaluation de 

l’impact réel de ces champs électromagnétiques sur la santé humaine. 

 

Ma contribution à cet article : 

 

- Observations au microscope confocal des cellules Sf21, HEK293 et MEF. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES  
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Au cours de ma thèse j’ai contribué à mettre en évidence plusieurs aspects du fonctionnement 

des cryptochrome. Nous avons pour la première fois mis en évidence qu’il y a une induction de la 

synthèse des ROS à la fois dans des cellules et avec la protéine purifiée pour les cryptochromes 

animaux de type I (DmCRY). Cette synthèse qui a déjà été mise en évidence chez A. thaliana semble 

également avoir un rôle important à jouer au niveau de l’organisme, grâce entre autre à de multiples 

régulations transcriptionnelles induites par la présence de ces ROS. Enfin la présence de CEMP influe 

également sur la synthèse des ROS par les cryptochromes animaux, et pourrait même influer sur les 

fonctions cellulaires normalement régulées par la signalisation ROS des cryptochromes. 

Une des principales difficultés que j’ai rencontrées au cours de mes études a été pour chaque 

expérience d’obtenir un protocole qui permettait d’obtenir des résultats reproductibles. Pour le premier 

article cela a été principalement le cas pour les tests de détection des ROS en utilisant l’Amplex Red 

et le DCFH-DA. J’ai expérimenté une large gamme d’intensités lumineuses de longueurs d’onde 

variables, comprenant le vert (500-550nm), le bleu (400-450nm) et le rouge (600-650nm), et cela pour 

des durées variables. Ces remarques sont également valables pour les tests de détection des ROS dans 

des cellules Sf21. Au-delà d’une certaine durée (quelques dizaines de minutes), plus aucune différence 

n’est observable entre les cellules SPA et les cellules DmCRY. La lumière bleu déclenche donc des 

mécanismes indépendants du cryptochrome qui induisent également la synthèse de ROS et / ou la mort 

cellulaire. Une expérience complémentaire que nous pourrions réaliser consisterait à déterminer quelle 

proportion de protéine cryptochrome purifiée est liée à la flavine. Il suffirait, après avoir déterminé la 

concentration en protéine par un test de Bradford, de comparer l’absorbance à 450nm du cryptochrome 

à une gamme étalon concentration / absorance de la FAD. Nous avons entrepris d’autres expériences 

complémentaires qui ont confirmé que la flavine seule in vitro était néanmoins capable de synthétiser 

des ROS, mais à un niveau très faible comparé à la synthèse de ROS par la protéine DmCRY. En 

utilisant une protéine contrôle comme la BSA (albumine bovine de sérum), aucune synthèse de ROS 

n’a toutefois été détectée en lumière bleue. Nous avons également vérifié que le H2O2 était stable dans 

le tampon d’élution de nos protéines, composé d’imidazole. Au niveau de la microscopie les 

différences observées pour la synthèse de ROS entre les cellules SPA et DmCRY sont bien plus 

évidentes à l’apotome à faible grossissement (10X) qu’en utilisant le fort grossissement (60X) du 

microscope confocal. C’est pourquoi nous n’avons pas utilisé les images obtenues au microscope 

confocal. Il faut enfin préciser que les expériences avec la protéine DmCRY purifiée, nous avons utilisé 

une intensité de lumière 20 à 30 fois plus importante qu’avec les cellules. Étant donné la présence 

probable d’agents réducteurs dans les cellules, on peut supposer que la photoréduction est facilitée in 

vivo. Durant certaines expériences complémentaires qui n’ont pas été publiées nous avons mis la 
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protéine DmCRY en présence de β-mercaptoéthanol, ce qui a grandement accéléré le cycle de 

photoréduction. Une quantité bien plus importante de ROS a été alors détectée. 

Dans ma seconde série d’études j’ai observé la présence de ROS dans les apex racinaires 

d’A.thaliana exprimant les protéines CRY1 et CRY2. Toutefois dans les autres tissus (tige, racines et 

cotylédons) le marquage des ROS était très faible et / ou irréguliers. De plus dans les tiges et les 

cotylédons, les cellules contiennent notamment des chloroplastes susceptibles de synthétiser des ROS. 

Ceci est moins vrai dans le cas particulier de nos apex racinaires obtenus à partir de plantules cultivées 

à l’obscurité. Deux marqueurs ont été utilisés pour observer les ROS : le DCFH-DA et le SOSG. 

Néanmoins le marquage des ROS avec le SOSG nous est apparu beaucoup plus net, ceci étant 

probablement dû à une meilleure pénétration du fluorochrome dans les cellules. Les marqueurs utilisés 

pour mettre en évidence l’ADN et les ROS (HOECHST et SOSG/DCFH-DA) ont été exposés à la 

lumière bleue avant leur observation au microscope à fluorescence. Or ces marqueurs sont eux-mêmes 

excitables par certaines longueurs d’onde proches de celles que nous utilisons. Ceci pourrait être à 

l’origine de certains signaux fluorescents parasites, ce qui nous a obligés à faire nos observations le 

plus rapidement possible. Ceci est également valable pour certaines observations des 1er et 3ème articles. 

Nous n’avons pas utilisé de marqueur spécifique du superoxyde tel que le dihydroéthidium. Il serait 

donc nécessaire de l’utiliser afin de confirmer la théorie générale de la réoxydation des cryptochromes. 

Il est également envisageable d’utiliser d’autres mutants C-terminaux pour CRY1, CRY2 et les 

doubles mutants CRY1/CRY2. Pour nos études de qPCR, nous avons utilisé des plantules d’A. thaliana 

sauvages et mutantes pour CRY1 dans le but d’étudier l’influence de cette protéine dans la régulation 

de l’expression génétique de 12 gènes connus dans la signalisation ROS. Il n’est pas encore possible 

de déterminer si ces 12 gènes dont nous avons analysé l’expression sont directement régulés par les 

ROS synthétisés par les cryptochromes, par intéraction directe ou non. Pour étudier ces hypothèses, 

nous pourrions réaliser des expériences de double hybride avec des levures et vérifier s’il y a 

intéraction entre les cryptochromes et ces differentes protéines en réalisant des dosages 

colorimétriques ou des mesures de croissance.  

Nos études concernant la sensibilité magnétique des cryptochromes ne confirment pas le 

modèle théorique des paires radicalaires, bien que de nets effets aient été observés sur la synthèse des 

ROS. Les résultats obtenus concernant les effets du CEMP sur les protéines purifiées CRY1, CRY2, 

DmCRY n’ont pas montré d’effets clairs sur la production de ROS (résultats non publiés). Notre 

objectif était d’obtenir un résultat reproductible, mais également de définir les conditions 

expérimentales adéquates, pour l’intensité et la durée de l’éclairage, la température, l’intensité du 

champ magnétique, la nature du champ magnétique (pulsé ou statique) ainsi que l’influence d’agents 
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réducteurs et/ou partenaires protéiques. Aucun effet n’a été observé de manière reproductible, la 

sensibilité des cryptochromes aux champs magnétiques in vitro n’est pas encore prouvée à ce jour. 

Cependant nos études in vivo présentées dans l’article montrent que le cryptochrome reste sensible aux 

effets induits par les CEMP. Les figures 5A du premier article et 1C du troisième article, montrent 

toutes les deux des effets cryptochrome-dépendants sur la synthèse des ROS dans des cellules Sf21 en 

présence de lumière bleue et / ou de CEMP. La figure C montre nettement un effet additionnel du 

CEMP sur la production de ROS par les cryptochromes. Il serait intéressant de compléter ces 

observations en réalisant les mêmes expériences en utilisant d’autres constructions protéiques, comme 

des cellules d’insecte Sf21 surexprimant CRY1 ou CRY2 d’A. thaliana ainsi que hCRY1 (CRY1 

humain).  

 A l’issue de mes travaux, de nouveaux objectifs ont été définis et un certain nombre 

d’expérimentations sont actuellement en cours : 

-             Après avoir étudié la sensibilité magnétique des cryptochromes animaux, nous étudions 

à présent cette sensibilité chez les plantes avec A. thaliana. Le rôle des cryptochromes dans la 

sensibilité magnétique chez A.thaliana, notamment pour la régulation génétique ou la synthèse 

des ROS reste à déterminer. Toutefois nous sommes récemment parvenus à comprendre en 

partie le mécanisme théorique de magnétoreception. Il apparait en effet que lorsque l’on expose 

des plantules d’A. thaliana sauvages à un champ magnétique statique ainsi qu’à de la lumière 

bleue, on observe des effets sur la croissance de l’hypocotyle. Des résultats significatifs 

(Article accepté, Planta) sur cette croissance ont été obtenus dans les conditions suivantes : 

alternance de champ magnétique (5min OFF / 10min ON) et de lumière bleue (5min ON / 

10min OFF). Un effet remarquable a été observé en présence de champ magnétique pendant 

les périodes d’obscurité (20% de croissance supplémentaire par rapport au contrôle sans champ 

magnétique). Ce résultat semble indiquer que le champ magnétique joue un rôle important 

pendant la réoxydation des cryptochromes. Nous avons également remarqué que la 

phosphorylation de CRY1 d’A. thaliana est plus importante après 30 minutes d’exposition en 

lumière bleue lorsqu’un champ magnétique est présent, comparé au témoin sans champ 

magnétique. La phosphorylation des requiert un changement conformationnel du domaine C-

terminal, afin que certaines kinases puissent accéder à leur substrat (Wang et al, 2015). 

Cependant seule la forme active est phosphorylée, ce qui signifie que l’augmentation de la 

phosphorylation que nous avons détecté en présence des champs magnétiques correspond à 

une augmentation de la proportion de cryptochrome actif.  
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-           Suite aux résultats de notre premier article sur le DmCRY, et à d’autres travaux étudiant 

le rôle de cette protéine sur le stress oxydant et la longévité chez la drosophile (Rakshit  & 

Giebultowicz, 2013), nous nous sommes fixé de nouveaux objectifs. Il est en effet possible 

que les effets bénéfiques de la surexpression de DmCRY en conditions d’hyperoxie soient dus 

à la synthèse des ROS par le domaine N-terminal. Il serait théoriquement possible de contrôler 

la synthèse de ces ROS par les cryptochromes, notamment en modulant l’intensité de 

l’éclairage auxquelles les drosophiles sont soumises. Nous étudions donc actuellement deux 

souches de drosophiles, mutantes nulles pour DmCRY et sauvages. Ces drosophiles sont 

exposées à un éclairage continu en lumière bleue à différentes intensités, soit laissées à 

l’obscurité. Les courbes de survie correspondantes à chacune des populations sont finalement 

obtenues après comptage régulier du nombre de mouches mortes et vivantes. Les premiers 

résultats que nous avons obtenus indiquent que la mortalité des drosophiles sauvages exposées 

à une forte lumière bleue augmente très rapidement pour atteindre 100% au bout de 10 jours. 

Lorsque l’intensité d’éclairage à laquelle ont été soumises les drosophiles est plus faible, la 

mortalité augmente bien plus lentement chez la souche sauvage, et n’atteint 100% qu’après 30 

jours. Les souches mutantes pour DmCRY ont une durée de vie moyenne bien supérieure à 

leurs homologues sauvages. On peut attribuer ces résultats aux effets toxiques d’une activation 

prolongée de DmCRY, par sa signalisation C-terminale et/ou sa synthèse de ROS par son 

domaine N-terminal. En revanche aucun effet bénéfique n’a pour le moment été détecté après 

éclairage en lumière bleue de faible intensité, supposée activer les défenses antioxydantes, sans 

que la quantité de ROS produite ne soit trop nocive pour les mouches. Ces résultats bien que 

reproductibles nécessitent toutefois un certain approfondissement. 

-           Afin de vérifier l’hypothèse que nous avons formulée, et selon laquelle les 

cryptochromes pourraient directement modifier les équilibres rédox de leur environnement 

proche, dont leurs partenaires protéiques, nous expérimentons des expériences de triple hybride 

chez la levure. La protéine GBF est connue chez A. thaliana comme étant un facteur de 

transcription dont la liaison à l’ADN est modulable par les ROS (Shaikhali et al, 2012). Elle 

est également connue comme étant un des partenaires protéiques de HY5 et HYH, qui 

intéragissent eux-mêmes avec COP1 (Singh et al, 2012). Récemment, certains de nos résultats 

en double hybride chez la levure ont suggéré qu’il y a une intéraction entre CRY1 d’A. Thaliana 

et GBF. Afin d’approfondir ces résultats, nous réalisons plusieurs expériences de triple hybride 

entre GBF, CRY1 et la séquence promotrice sur laquelle se fixe GBF. L’expression du gène 

rapporteur sous le contrôle du promoteur GBF est coréllée à la croissance des levures. Une 
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baisse ou une diminution de leur croissance entre la condition contrôle (sans le gène CRY1) et 

l’autre condition pour laquelle CRY1 est présent renforcerait l’hypothèse selon laquelle CRY1 

régulerait GBF par sa synthèse de ROS.  De la même manière, chez la drosophile,  dFOXO est 

un facteur de transcription dont la fixation à l’ADN est modulée par la présence des ROS. De 

plus nous soupçonnons dFOXO d’être en lien étroit avec DmCRY, notamment pour leur 

implication commune dans la longévité et la signalisation ROS (Klotz et al, 2015). Il est donc 

possible que DmCRY intéragisse avec dFOXO grâce à une synthèse de ROS de son domaine 

N-terminal. 

-           Les mécanismes expliquant l’interaction des cryptochromes avec leurs partenaires 

protéiques n’étant pas bien compris, nous étudions l’hypothèse selon laquelle les ROS puissent 

avoir un rôle à jouer dans ce processus. Les protéines CIB1 et SPA1 sont connues pour intéragir 

avec CRY1 et CRY2 chez A. thaliana (Liu et al, 2011 ; Zuo et al, 2011). Il est possible 

d’étudier les mécanismes permettant l’intéraction de CRY1, CRY2 avec leurs partenaires 

protéiques en étudiant la force de leurs intéractions. Les protéines mutantes ponctuelles CRY1 

et CRY2 pour lesquelles un seul acide aminé est modifié sont étudiées. Ainsi dans notre 

système de double hybride, chez la levure, la force de l’intéraction entre les deux protéines est 

proportionelle à la croissance des cellules. Certaines des mutations concernent des résidus 

histidine ou cystéine. Ces acides aminés sont sensibles à l’état redox de la cellule, et ont dans 

le cas des cystéines un rôle majeur pour la structure tertiaire des protéines. Il est possible que 

les ROS synthétisés par les cryptochromes entrainent des modifications redox pour ces résidus, 

et déclenchent au sein de ces protéines des changements structurels et/ou des modifictions de 

leur affinité à leurs partenaires protéiques. Les deux modèles que nous étudions actuellement 

sont les intéractions CRY1 / SPA1 d’une part, et CRY2 / CIB1 d’autre part. En parallèle, nous 

réalisons ces mêmes analyses pour les protéines DmCRY et dFOXO, ce qui pourrait en outre 

approfondir nos conaissances sur la longévité des drosophiles en relation avec le cryptochrome. 

En conclusion, mes trois années de these m’ont permis d’approfondir de manière considerable 

mes conaissances en biologie moléculaire, en microbiologie, en culture cellulaire ainsi qu’en biologie 

végétale. J’ai également eu l’occasion d’intéragir avec l’ensemble des membres de l’équipe qui m’ont 

prodigué de précieux conseils pour l’ensemble de mes études. Leurs profils varies, qu’ils soient 

ingénieurs, techniciens, maître de conference ou doctorants, étaient trés complémentaires et m’ont 

permi de m’épanouir aussi bien personellement que scientifiquement. 
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Thöing C, Oldemeyer S & Kottke T (2015) Microsecond Deprotonation of Aspartic Acid and Response 
of the α/β Subdomain Precede C-Terminal Signaling in the Blue Light Sensor Plant 
Cryptochrome. J Am Chem Soc 137, 5990–5999. 



P a g e  202 | 205 

 

Thornton, R. M. and K. V. Thimann (1967) Transient effects of light on auxin transport in 
the Avenacoleoptile. Plant Physiol.111, 433–440. 

Todo T, Takemori H, Ryo H, lhara M, Matsunaga T, Nikaido O, Sato K & Nomura T (1993) A new 
photoreactivating enzyme that specifically repairs ultraviolet light-induced (6-
4)photoproducts. Nature 361, 361371a0. 

Tomioka K & Matsumoto A (2010) A comparative view of insect circadian clock systems. Cell Mol Life 
Sci 67, 1397–1406. 

Tóth R, Kevei É, Hall A, Millar A, Nagy F & Kozma-Bognár L (2001) Circadian Clock-Regulated 
Expression of Phytochrome and Cryptochrome Genes in Arabidopsis. Plant Physiol 127, 1607–
1616. 

Triantaphylidès C, Krischke M, Hoeberichts F, Ksas B, Gresser G, Havaux M, Breusegem F & Mueller 
M (2008) Singlet Oxygen Is the Major Reactive Oxygen Species Involved in Photooxidative 
Damage to Plants. Plant Physiol 148, 960–968. 

Turck F, Fornara F & Coupland G (2008) Regulation and Identity of Florigen: FLOWERING LOCUS T 
Moves Center Stage. Annu Rev Plant Biol 59, 573–594. 

Uenaka, H., M. Wada and A. Kadota (2005) Four distinct photoreceptors contribute to light-induced 
side branch formation in the moss Physcomitrella patens. Planta 222, 623–631. 

Usami, T., N. Mochizuki, M. Kondo, M. Nishimura and A. Nagatani (2004) Cryptochromes and 
phytochromes synergistically regulate Arabidopsis root greening under blue light. Plant Cell 
Physiol. 45, 1798–1808. 

Vadalà M, Morales-Medina J, Vallelunga A, Palmieri B, Laurino C & Iannitti T (2016) Mechanisms 
and therapeutic effectiveness of pulsed electromagnetic field therapy in oncology. Cancer 
Medicine 5, 3128–3139. 

Vadalà M, Vallelunga A, Palmieri L, Palmieri B, Morales-Medina J & Iannitti T (2015) Mechanisms 
and therapeutic applications of electromagnetic therapy in Parkinson’s disease. Behav Brain 
Funct 11, 1–12. 

Vaidya A, Top D, Manahan C, Tokuda J, Zhang S, Pollack L, Young M & Crane B (2013) Flavin 
reduction activates Drosophila cryptochrome. Proceedings of the National Academy of 
Sciences, 20455–20460. 

Van Belkum SM, Bosker FJ, Kortekaas, Beersma DGM & Schoevers RA (2016) Treatment of 
depression with low-strength transcranial pulsed electromagnetic fields: A mechanistic point 
of view. Prog Neuro-psychopharmacology Biological Psychiatry 71, 137–143. 

Van der Horst G, Muijtjens M, Kobayashi K, Takano R, Kanno S, Takao M, de Wit J, Verkerk A, Eker 
A, van Leenen D, Buijs R, Bootsma D, Hoeijmakers J & Yasui A (1999) Mammalian Cry1 and 
Cry2 are essential for maintenance of circadian rhythms. Nature 398, 19323. 

VanVickle-Chavez S & Gelder R (2007) Action Spectrum of Drosophila Cryptochrome. J Biol 
Chem 282, 10561–10566. 

Vieira J, Jones A, Danon A, Sakuma M, Hoang N, Robles D, Tait S, Heyes D, Picot M, Yoshii T, Helfrich-
Förster C, Soubigou G, Coppee J-Y, Klarsfeld A, Rouyer F, Scrutton N & Ahmad M (2012) 



P a g e  203 | 205 

 

Human Cryptochrome-1 Confers Light Independent Biological Activity in Transgenic 
Drosophila Correlated with Flavin Radical Stability. Plos One 7, e31867. 

von Middendorff, A (1859) Die Isepiptesen Russlands. Mem. Acad. Sci. St. Petersbourg VI, Ser. 
Tome. 8: 1–143 

Wang H & Zhang X (2017) Magnetic Fields and Reactive Oxygen Species. Int J Mol Sci 18, 2175. 

Wang H, Ma L-G, Li J-M, Zhao H-Y & Deng X (2001) Direct Interaction of Arabidopsis Cryptochromes 
with COP1 in Light Control Development. Science 294, 154–158. 

Wang Q, Barshop W, Bian M, Vashisht A, He R, Yu X, Liu B, Nguyen P, Liu X, Zhao X, Wohlschlegel J 
& Lin C (2015) The Blue Light-Dependent Phosphorylation of the CCE Domain Determines the 
Photosensitivity of Arabidopsis CRY2. Mol Plant 8, 631–643. 

Wang, X. and M. Iino (1997) Blue-light-induced shrinking of protoplasts from maize coleoptiles and 
its relationship to coleoptile growth. Plant Physiol. 114, 1009–1020. 

Waszczak C, Akter S, Eeckhout D, Persiau G, Wahni K, Bodra N, Molle I, Smet B, Vertommen D, 
Gevaert K, Jaeger G, Montagu M, Messens J & Breusegem F (2014) Sulfenome mining in 
Arabidopsis thaliana. Proc National Acad Sci 111, 11545–11550. 

Watari R, Yamaguchi C, Zemba W, Kubo Y, Okano K & Okano T (2012) Light-dependent Structural 
Change of Chicken Retinal Cryptochrome4. J Biol Chem 287, 42634–42641. 

Weber S, Biskup T, Okafuji A, Marino A, Berthold T, Link G, Hitomi K, Getzoff E, Schleicher E & Norris 
J (2010) Origin of Light-Induced Spin-Correlated Radical Pairs in Cryptochrome†. J Phys Chem 
B 114, 14745–14754. 

Weller, J. L., G. Perrotta, M. E. Schreuder, A. Van Tuinen, M. Koornneef, G. Giuliano and R. E. 
Kendrick (2001) Genetic dissection of blue-light sensing in tomato using mutants deficient in 
cryptochrome 1 and phytochromes A, B1 and B2. Plant J. 25, 427–440. 

Werner H-J, Schulten K & Weller A (1978) Electron transfer and spin exchange contributing to the 
magnetic field dependence of the primary photochemical reaction of bacterial 
photosynthesis. Biochimica Et Biophysica Acta Bba - Bioenergetics 502, 255–268. 

Wiltschko & Wiltschko (1996) Magnetic orientation in birds. J Exp Biology 199, 29–38. 

Wiltschko R & Wiltschko W (2014) Sensing Magnetic Directions in Birds: Radical Pair Processes 
Involving Cryptochrome. Biosensors 4, 221–242. 

Wiltschko W, Gesson M & Wiltschko R (2001) Magnetic compass orientation of European robins 
under 565 nm green light.Naturwissenschaften 88, 387–390. 

Wiltschko, W. & Merkel, F (1966) Orientierung zugunruhiger Rotkehlchen im statischen Magnetfeld. 
Verh. dt. zool. Ges. 59: 362–367 

Winterbourn C (2014) The challenges of using fluorescent probes to detect and quantify specific 
reactive oxygen species in living cells. Biochimica Et Biophysica Acta Bba - Gen Subj 1840, 730–
738. 

Woo H, Chae H, Hwang S, Yang K-S, Kang S, Kim K & Rhee S (2003) Reversing the Inactivation of 
Peroxiredoxins Caused by Cysteine Sulfinic Acid Formation. Science 300, 653–656. 



P a g e  204 | 205 

 

Wu A, Allu A, Garapati P, Siddiqui H, Dortay H, Zanor M-I, Asensi-Fabado M, Munné-Bosch S, 
Antonio C, Tohge T, Fernie A, Kaufmann K, Xue G-P, Mueller-Roeber B & Balazadeh S (2012) 
JUNGBRUNNEN1, a Reactive Oxygen Species–Responsive NAC Transcription Factor, Regulates 
Longevity in Arabidopsis. Plant Cell Online 24, 482–506. 

Wu G & Spalding E (2007) Separate functions for nuclear and cytoplasmic cryptochrome 1 during 
photomorphogenesis of Arabidopsis seedlings. Proceedings of the National Academy of 
Sciences, 18813–18818. 

Wu L & Yang H-Q (2010) CRYPTOCHROME 1 Is Implicated in Promoting R Protein-Mediated Plant 
Resistance to Pseudomonas syringae in Arabidopsis. Mol Plant 3, 539–548. 

Xia X-J, Zhou Y-H, Shi K, Zhou J, Foyer C & Yu J-Q (2015) Interplay between reactive oxygen species 
and hormones in the control of plant development and stress tolerance. J Exp Bot 66, 2839–
2856. 

Xu C, Li Y, Yu Y, Zhang Y & Wei S (2015) Suppression of Arabidopsis flowering by near-null magnetic 
field is affected by light.Bioelectromagnetics 36, 476–479. 

Xu P, Zhu H, Xu H, Zhang Z, Zhang C, Zhang L & Ma Z (2010) Composition and phylogenetic analysis 
of wheat cryptochrome gene family. Mol Biol Rep 37, 825–832. 

Yang H-Q, Tang R-H & Cashmore A (2001) The Signaling Mechanism of Arabidopsis CRY1 Involves 
Direct Interaction with COP1. Plant Cell Online 13, 2573–2587. 

Yang H-Q, Wu Y-J, Tang R-H, Liu D, Liu Y & Cashmore A (2000) The C Termini of Arabidopsis 
Cryptochromes Mediate a Constitutive Light Response. Cell 103, 815–827. 

Yang Y-J, Zuo Z-C, Zhao X-Y, Li X, Klejnot J, Li Y, Chen P, Liang S-P, Yu X-H, Liu X-M & Lin C-T (2008) 
Blue-Light-Independent Activity of Arabidopsis Cryptochromes in the Regulation of Steady-
State Levels of Protein and mRNA Expression. Mol Plant 1, 167–177. 

Yang Z, Liu B, Su J, Liao J, Lin C & Oka Y (2017) Cryptochromes Orchestrate Transcription Regulation 
of Diverse Blue Light Responses in Plants. Photochem Photobiol 93, 112–127. 

Yanovsky M, Mazzella MA & Casal J (2000) A quadruple photoreceptor mutant still keeps track of 
time. Curr Biol 10, 1013–1015. 

Yoo S-H, Mohawk J, Siepka S, Shan Y, Huh S, Hong H-K, Kornblum I, Kumar V, Koike N, Xu M, 
Nussbaum J, Liu X, Chen Z, Chen Z, Green C & Takahashi J (2013) Competing E3 Ubiquitin 
Ligases Govern Circadian Periodicity by Degradation of CRY in Nucleus and 
Cytoplasm.Cell 152, 1091–1105. 

Yoshii T, Ahmad M & Helfrich-Förster C (2009) Cryptochrome Mediates Light-Dependent 
Magnetosensitivity of Drosophila’s Circadian Clock. Plos Biol 7, e1000086. 

Yoshii T, Hermann-Luibl C & Helfrich-Förster C (2015) Circadian light-input pathways 
inDrosophila. Commun Integr Biology 9, e1102805. 

Yoshii T, Todo T, Wülbeck C, Stanewsky R & Helfrich-Förster C (2008) Cryptochrome is present in 
the compound eyes and a subset of Drosophila’s clock neurons. J Comp Neurol 508, 952–966. 

Yu C-X, Li S & Whorton R (2005) Redox Regulation of PTEN by S-Nitrosothiols. Mol Pharmacol 68, 
847–854. 



P a g e  205 | 205 

 

Yu W, Hardin PE (2006) Circadian oscillators of Drosophila and mammals. J. Cell Sci. 119, 4793–4795. 

Yu X, Klejnot J, Zhao X, Shalitin D, Maymon M, Yang H, Lee J, Liu X, Lopez J & Lin C (2007) Arabidopsis 
Cryptochrome 2 Completes Its Posttranslational Life Cycle in the Nucleus. Plant Cell 19, 3146–
3156. 

Yu X, Sayegh R, Maymon M, Warpeha K, Klejnot J, Yang H, Huang J, Lee J, Kaufman L & Lin C (2009) 
Formation of Nuclear Bodies of Arabidopsis CRY2 in Response to Blue Light Is Associated with 
Its Blue Light–Dependent Degradation. Plant Cell Online 21, 118–130. 

Yu X, Shalitin D, Liu X, Maymon M, Klejnot J, Yang H, Lopez J, Zhao X, Bendehakkalu K & Lin C (2007) 
Derepression of the NC80 motif is critical for the photoactivation of Arabidopsis CRY2. Proc 
National Acad Sci 104, 7289–7294. 

Zarepour M, Kaspari K, Stagge S, Rethmeier R, Mendel R & Bittner F (2010) Xanthine dehydrogenase 
AtXDH1 from Arabidopsis thaliana is a potent producer of superoxide anions via its NADH 
oxidase activity.Plant Mol Biol 72, 301–310. 

Zeugner A, Byrdin M, Bouly J-P, Bakrim N, Giovani B, Brettel K & Ahmad M (2005) Light-induced 
Electron Transfer in Arabidopsis Cryptochrome-1 Correlates with in Vivo Function. J Biol 
Chem 280, 19437–19440. 

Zhang E, Liu Y, Dentin R, Pongsawakul P, Liu A, Hirota T, Nusinow D, Sun X, Landais S, Kodama Y, 
Brenner D, Montminy M & Kay S (2010) Cryptochrome mediates circadian regulation of cAMP 
signaling and hepatic gluconeogenesis. Nat Med 16, nm.2214. 

Zhang R, Lahens N, Ballance H, Hughes M & Hogenesch J (2014) A circadian gene expression atlas in 
mammals: Implications for biology and medicine. Proc National Acad Sci 111, 16219–16224. 

Zhao G, Chen S, Wang L, Zhao Y, Wang J, Wang X, Zhang W, Wu R, Wu L, Wu Y & Xu A (2011) Cellular 
ATP content was decreased by a homogeneous 8.5 T static magnetic field exposure: Role of 
reactive oxygen species.Bioelectromagnetics 32, 94–101. 

Zhou M, Diwu Z, Panchuk-Voloshina N & Haugland R (1997) A Stable Nonfluorescent Derivative of 
Resorufin for the Fluorometric Determination of Trace Hydrogen Peroxide: Applications in 
Detecting the Activity of Phagocyte NADPH Oxidase and Other Oxidases. Anal Biochem 253, 
162–168. 

Zhu H, Conte F & Green C (2003) Nuclear Localization and Transcriptional Repression Are Confined 
to Separable Domains in the Circadian Protein CRYPTOCHROME.Current Biology, 1653–1658. 

Zhu H, Sauman I, Yuan Q, Casselman A, Emery-Le M, Emery P & Reppert S (2008) Cryptochromes 
Define a Novel Circadian Clock Mechanism in Monarch Butterflies That May Underlie Sun 
Compass Navigation. Plos Biol 6, e4. 

Zoltowski B, Vaidya A, Top D, Widom J, Young M & Crane B (2011) Structure of full-length Drosophila 
cryptochrome. Nature 480, 396. 

Zuo Z, Liu H, Liu B, Liu X & Lin C (2011) Blue Light-Dependent Interaction of CRY2 with SPA1 Regulates 
COP1 activity and Floral Initiation in Arabidopsis. Curr Biol 21, 841–7. 


