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Le déclenchement
de la mitose chez
les eucaryotes
supérieurs

Marcel Dorée

> 'entrée en mitose des cellules eucaryotes est
accompagnée de profondes modifications de leur
organisation. L'étude de systemes cellulaires

REVUES

modeéles, ovocytes ou levures, a permis d’établir
que I'activation des protéine kinases cycline B-
cdc? est nécessaire et apparemment suffisante

o2

pour le déclenchement de la mitose. Toutefois, les
mécanismes responsables de I’activation de ces
kinases dans les cellules somatiques des euca-
ryotes supérieurs restent tres mal connus. Dans

SYNTHESE

cet article, nous analysons les mécanismes pos-
sibles et montrons qu’un processus d’évolution
vers la mitose, d’abord réversible, puis irréver-
sible, est mis en route aprés achévement de la
duplication des chromosomes et des centro-
somes. L'activation des kinases cycline B-cdc?
marque la limite entre ces deux phases. Avant
cette limite, des mécanismes de surveillance, CRBM, UPR 1086-Cnrs,

1919, route de Mende,

34290 Montpellier Cedex 5,

France.

activés par divers signaux résultant d’anomalies

centrosomes. Cet ap-

structurales de la cellule, permettent de retarder
pareil assure, au cours

de I'anaphase, la sé-
grégation des
chromatides d’une méme paire dans I’'un ou 'autre de

ou de supprimer I’entrée en mitose. <
doree@crbm.cnrs-mop.fr

deux

deux territoires distincts, qui se séparent au cours du
clivage de la cellule en deux cellules-filles.

La phase S doit étre terminée avant la ségrégation des
chromatides, faute de quoi une perte d’information

Le cycle cellulaire des eucaryotes présente une alter-
nance entre deux phases, S (synthése) et M (mitose). La
phase S est une phase de duplication: celle des chromo-
somes, dont I’ADN se réplique par un processus semi-
conservatif, permettant la production de deux chroma-
tides qui restent associées jusqu’a la transition méta-
phase-anaphase de la mitose; celle également des cen-
trosomes, qui se dupliquent par un processus mal com-
pris, mais radicalement différent. Au début de la phase
M, les centrosomes se séparent aprés avoir subi un pro-
cessus de maturation qui augmente leur potentiel de
nucléation des microtubules. Apres la rupture de I’enve-
loppe nucléaire (chez les eucaryotes supérieurs), les
paires de chromatides condensées s’associent a un
appareil mitotique largement constitué de microtu-
bules, dont la bipolarité résulte de la séparation des
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génétique serait observée dans les cellules-filles: la
phase M ne commence donc jamais avant ’achevement
de la phase S. De fait, il s’agit la de la seule contrainte
absolue exercée sur le cycle cellulaire, et dans les cel-
lules embryonnaires de nombreux métazoaires, la phase
M suit immédiatement la phase S. Dans la plupart des
cellules, toutefois, on observe un délai (G2) entre la
phase S et la phase M, au cours duquel se produit une
série de réactions intermédiaires sur lesquelles peuvent
s’exercer des freins.

Ces freins peuvent étre activés en réponse a des signaux
extracellulaires, émis par exemple par les autres cellules
du méme tissu. lls peuvent I’étre également en réponse
a des événements déléteres se produisant dans la cellule
en division (par exemple, certains dommages causés a
I’ADN). Le processus qui commence par la détection de

299



300

(0) mrs tels événements et se termine par la production d’un
2001, n° 11, frein efficace constitue un mécanisme de surveillance
p- 1226 du cycle (checkpoint). Les réactions intermédiaires sur

lesquelles s’exercent ces freins n’appartiennent pas au
checkpoint et sont en fait des événements normaux de la
phase G2 du cycle cellulaire: ces réactions ont lieu
méme dans les cellules embryonnaires ot la durée de la
phase G2 est réduite a 'extréme [1].

Dans cet article, nous examinons les mécanismes qui, a
I’issue de la phase G2, conduisent au déclenchement de
la mitose chez les eucaryotes supérieurs.

Contribution de quelques systeme modéles
a la compréhension du déclenchement
de la phase M du cycle cellulaire

Ovocytes

Une des contributions majeures de I"ovocyte a I'ana-

lyse du déclenchement de la phase M a été la démons-

tration d’une intense vague de phosphorylations aug-

mentant la teneur nette des cellules en nombreuses
phosphoprotéines, due a I’'augmentation d’activité de plusieurs pro-
téine kinases, parmi lesquelles les kinases cycline B-cdc2 (ou cycline
B-CDKL: kinase dépendante des cyclines dont la sous-unité régula-
trice est la cycline B). Les cyclines mitotiques (A et B) tirent ce nom
de leur dégradation périodique au cours du cycle cellulaire, leur
accumulation suivant une loi en dents de scie dont la période est
celle du cycle cellulaire. Chez la plupart des espeéces,

qui supprime, a la fin de la prophase, la compartimen-
tation nucléocytoplasmique.

La fusion d’une cellule somatique en phase G2 avec
une cellule en mitose provoque ’entrée prématurée en
mitose de la cellule interphasique [7]. Les ovocytes
ont permis I’analyse expérimentale de ce caractére
dominant de I’état mitotique en introduisant la notion
de MPF (maturation-promoting factor, ou M-phase-
promoting factor) et le test fonctionnel associé:
lorsque du cytoplasme est prélevé d’un ovocyte sorti
de G2 et micro-injecté dans un ovocyte arrété en G2, il
induit la transition G2/M dans I’ovocyte receveur [4],
méme en I’absence de synthese protéique. Différents
rapports ont conduit a identifier MPF a cycline B-cdc2
() (pour revue, voir [8, 9]). La micro-injection de
cette kinase purifiée sous sa forme active provoque en
effet I'activation, dans I"ovocyte de xénope receveur,
de la kinase inactive qu’il contient en G2. Une analyse
minutieuse montre pourtant que I'activité cycline B-
cdc?, bien que nécessaire, n’est souvent pas suffi-
sante a provoquer la transition G2/M. Chez I’étoile de
mer, par exemple, la kinase cycline B-cdc2 micro-
injectée s’inactive en quelques secondes sous I’action
de Mytl dans le cytoplasme de I’ovocyte receveur,
méme si I'activité initiale de la kinase excede large-
ment celle d’un ovocyte en phase M [10]: puisqu’elle
ne s’inactive pas dans le receveur lorsqu’elle provient,

en particulier les quatre especes les plus utilisées pour
les recherches sur le cycle cellulaire (xénope, étoile de
mer, palourde et souris), les ovocytes contiennent,
dés la phase G2, les complexes cycline B-cdc? en
quantité suffisante, et sont parfaitement capables
d’entrer en phase M en "absence de nouvelle syntheése
de cyclines B [2, 3]. Pendant la phase G2, les com-
plexes cycline B-cdc2 sont maintenus sous forme
inactive par phosphorylation de cdc2 sur les acides
aminés thréonine 14 et tyrosine 15 (Figure 1), la
thréonine/tyrosine kinase responsable de ces phos-
phorylations inhibitrices étant Mytl (kinase associée
aux membranes du réticulum endoplasmique et phos-
phorylant les résidus inhibiteurs Y15 et T14), membre
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Signal extracellulaire
(hormone)

7
e
7

’
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Cdc25C

de la famille Weel (Weel n’est pas exprimé dans
I’ovocyte en G2). U'activation des complexes cycline
B-cdc? requiert I'activité d’une phosphatase de la
famille Cdc25 (Cdc25C), capable de déphosphoryler
T14 et Y15. Elle a lieu méme en "absence de noyau
dans les ovocytes, et ne requiert donc pas de translo-
cation nucléaire, 'accumulation nucléaire des com-
plexes cycline B-cdc2 n’ayant lieu qu’apres leur acti-
vation dans le cytoplasme [4-6]. Cette accumulation
est nécessaire a la rupture de 'enveloppe nucléaire
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Figure 1. Déclenchement de la transition G2/M au cours du premier cycle méio-
tique des ovocytes. Chez la plupart des especes, cette transition requiert la
conversion de cycline B-Cdc2 d’une forme inactive, phosphorylée sur T14 et Y15,
en une forme active déphosphorylée sur ces résidus. €lle est déclenchée par un
signal extérieur, souvent hormonal, qui contrdle I’équilibre entre phosphoryla-
tions inhibitrices et déphosphorylations activatrices. Il a trés récemment été
montré chez I’étoile de mer (et pas encore étendu a d’autres espéces) que ce
signal utilise la kinase Akt comme relais pour inactiver Mytl [49]. La phospho-
rylation de T160, catalysée par CAK (CDK-activating kinase) stabilise les com-
plexes cycline-CDK et est nécéssaire a leur activité [50].



non purifiée, du cytoplasme d’un ovocyte donneur en
phase M, celui-ci doit contenir un facteur distinct qui
s’oppose a l'inactivation par Mytl, ou qui inactive
cette kinase inhibitrice. Toujours chez I’étoile de mer,
I’amplification du MPF (activation du pool de cycline
B-cdc?2 contenu dans le receveur) requiert la présence
d’un facteur d’origine nucléaire (non identifié) dans le
cytoplasme du donneur, bien que la kinase cycline B-
cdc? puisse s’activer par simple stimulation hormo-
nale dans un ovocyte G2 énucléé.

Levures

Un autre systéme modeéle - la levure Schizosaccharo-
myces pombe - a été utilisé pour analyser la transition
G2/M dans les conditions de la mitose.

Dans la forme sauvage de cette levure, la croissance est
essentiellement associée a la phase G2, et la transition
G2/M a lieu lorsque la cellule en croissance a atteint
une taille standard. A température restrictive, les
mutants thermosensibles cdc25 continuent a croftre
sans se diviser. Au contraire, les mutants weel se divi-
sent a une taille inférieure a la taille standard: c’est
donc par lintermédiaire de I'équilibre Weel/Cdc25,
déterminant lui-méme I’activité de la kinase Cdc?2, que
la croissance contrdle la transition G2/M [9] (il n’existe
pas d’équivalent de Mytl chez les levures). Au cours de
la phase G2, aucune variation d’activité spécifique de
la kinase inhibitrice Weel ou de la phosphatase activa-
trice Cdc25 n’a été décrite. Puisque le pool de cycline B
ne cesse de croitre pendant la phase G2, on pourrait
penser que la transition G2/M est déclenchée lorsque la
taille de ce pool atteint une valeur seuil qui dépend de
la croissance. Cependant, il n’en est rien car la surex-
pression de la cycline B ne déclenche pas la transition
G2/M de fagon anticipée, c’est-a-dire a taille réduite
(phénotype wee) [11].

Chez les organismes unicellulaires, la taille est une
caractéristique de I"espece, au moins dans les condi-
tions de milieu permettant la croissance. Dans le cas
de la levure S. pombe, ol I'essentiel de la croissance
cellulaire a lieu pendant la phase G2, on pense que les
kinases Cdrl1/Niml et Cdr2, capables de phosphoryler
et d’inhiber Weel, sont peut-étre impliquées dans le
contrdle nutritionnel et la relation a la croissance de
Pactivité MPF [12]. Néanmoins, malgré une analyse
génétique approfondie du couplage entre croissance
cellulaire et activation de MPF, on ignore a peu pres
tout du déterminisme de ce couplage. Comment la cel-
lule mesure-t-elle sa taille? Comment utilise-t-elle
cette information pour produire un signal conduisant a
I’activation de MPF? Les réponses a ces questions ne
sont pas connues.
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Limites des systéemes modeéles

Dans le cycle cellulaire « standard » des cellules soma-
tiques, on n’observe pas d’arrét en G2, et tandis que la
cellule progresse dans cette phase, elle continue de
croitre. Par ailleurs, la transition G2/M a lieu et la cellule
entre en mitose « spontanément », apparemment sans
qu’un signal extracellulaire de déclenchement soit
nécessaire a cette transition (& de rares exceptions
pres). De plus, Iactivation des complexes cycline B-
CDK1 au moment de la transition G2/M est toujours pré-
cédée par celle des complexes cycline A-CDK2.

Les ovocytes présentent des caractéristiques bien dif-
férentes: apres une phase S précoce souvent limitée au
développement embryonnaire de I'individu, ces cellules
s’arrétent en G2 pendant une période prolongée qui
peut dans certaines espéces atteindre plusieurs
dizaines d’années, en augmentant de taille pendant
une partie de la période d’arrét: méme au terme de sa
croissance, I’ovocyte reste verrouillé en G2. Par ailleurs,
il ne subit la transition G2/M qu’aprés réception d’un
signal extracellulaire spécifique, souvent hormonal,
dont I’effet primaire est d’inactiver Mytl (Figure 1).
Enfin, les cyclines de type A ne sont souvent exprimées
qu’apreés I’entrée des ovocytes en phase M, et non en
réponse directe au signal de sortie de G2 [13]: les
kinases dépendantes des cyclines A ne sont donc pas
impliquées dans la transition G2/M.

Cette transition a lieu dans des conditions plus proches
des cellules somatiques des eucaryotes supérieurs lors-
qu’on considére la levure Schizosaccharomyces pombe.
Dans ce cas, en effet, la croissance est étroitement cou-
plée a la progression du cycle cellulaire, et la transition
G2/M n’est pas déclenchée par un facteur extracellu-
laire. Cependant, les levures n’expriment qu’une seule
forme de Cdk et la transition G2/M ne fait intervenir
qu’une seule cycline, de type B. Quant a la levure
Saccharomyces cerevisiae, son cycle ne comporte pas de
phase G2 caractérisée, ce qui I’éloigne encore plus des
eucaryotes supérieurs.

Méme si les mécanismes responsables de I'entrée en
phase M dans les ovocytes et |la levure S. pombe présen-
tent un caractere universel, il faut se garder d’extrapo-
ler sans nuance au cycle cellulaire somatique des orga-
nismes complexes les conclusions déduites des études
réalisées avec ces systemes simplifiés. Chez les orga-
nismes multicellulaires, en effet, non seulement la
croissance cellulaire est tres étroitement couplée a la
prolifération cellulaire au niveau de tous les organes,
mais la taille des différents organes est fixée dans
d’étroites limites au sein de I’ensemble de I’organisme.
Les relations de dépendance entre croissance cellulaire
et prolifération cellulaire sont donc encore plus com-
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plexes, et a peine commencent-elles a étre étudiées
dans un espace a trois dimensions [14, 15].

La transition G2/M
dans les cellules somatiques
des eucaryotes supérieurs

Activation de cycline B-CDK1

par déphosphorylation de CDK1

Comme les levures ou les ovocytes, les cellules soma-
tiques des eucaryotes supérieurs sont irréversiblement
induites a entrer en mitose lorsque les kinases cycline B-
cdc? sont activées. Dans la plupart des cellules, ces
kinases sont de deux types selon la nature de la sous-
unité cycline, Bl ou B2, qui different par leur extrémité
amino-terminale. La cycline Bl joue un role essentiel, et
des souris dont le géne de la cycline Bl a été invalidé
meurent in utero. Au contraire, les souris dont le géne de
la cycline B2 a été invalidé sont viables, quoique de
taille et de fécondité un peu réduites [16]. La cycline B1
fait la navette entre le noyau et le cytoplasme pendant
I"interphase. A la fin de la prophase, elle s’accumule
brusquement dans le noyau, puis se lie a I’appareil mito-
tique. Au contraire, la cycline B2 est liée a I’appareil de
Golgi, aussi bien en interphase qu’en mitose [17].

La co-expression de cycline Bl et d’un mutant de CDK1
ne pouvant étre inactivé par phosphorylation
(Alal4Phel5 au lieu de Thr14Tyr15) dans des cellules en
culture en phase G1 du cycle cellulaire provoque préma-
turément de nombreux événements normalement asso-
ciés a la phase M [17]: la lamina nucléaire qui double
intérieurement I’enveloppe nucléaire est rapidement
solubilisée (mais I’enveloppe nucléaire ne disparait
pas), les microtubules se réorganisent pour former un
gros aster et les chromosomes se condensent prématu-
rément tandis que la cellule s’arrondit. Ces change-
ments sont associés a la translocation du complexe
cycline B1-CDK1 dans le noyau. Au contraire, la co-
expression de cycline B2-CDK1*%"'¢ ne provoque aucun
changement détectable des chromosomes, de la lamina,
ni des microtubules, et les cellules restent aplaties et
adhérentes au support. €n revanche, cycline B2-
CDK1Me?e et cycline B1-CDK1A" e sont également effi-
caces pour désassembler ’appareil de Golgi et le disper-
ser sous forme de petites vésicules cytoplasmiques.

Ces résultats impliquent que "activation des complexes
cycline BL-CDK1 par déphosphorylation des résidus inhi-
biteurs de CDK1 est suffisante pour déclencher la plu-
part des événements cytologiques de la mitose. s indi-
quent que lamina nucléaire, microtubules, chromo-
somes et appareil de Golgi sont des cibles directes ou
indirectes des complexes cycline B-CDK. 'analyse fonc-
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tionnelle de constructions chimériques montre que les
différences observées entre la surexpression de la
cycline Bl et celle de la cycline B2 sont dues a des loca-
lisations intracellulaires différentes et non a des diffé-
rences de spécificité intrinseques des complexes kina-
siques. De nombreux substrats de complexes cycline B-
CDK ont été identifiés, incluant lamines, condensines,
certains moteurs moléculaires (comme la kinésine €g5
nécessaire a I’assemblage du fuseau mitotique) ou
encore des protéines impliquées dans le contrdle de la
transition G2/M telles que Cdc25C.

Mécanisme d’activation des kinases cycline B-CDK1
Au cours de la phase G2, les cellules synthétisent les
cyclines B sans les dégrader et accumulent donc des
complexes cycline B-CDK1. Ces complexes sont inactivés
au fur et a mesure de leur production par phosphoryla-
tion inhibitrice de CDK1, catalysée par les kinases inhi-
bitrices Weel et Myt 1. Par ailleurs, la micro-injection de
la kinase cycline A-CDK2 dans des cellules Hela en G2
provoque de facon anticipée I’entrée en mitose [18],
tandis que la micro-injection d’anticorps dirigés contre
la cycline A, ou celle d’un fragment de ’inhibiteur CIP1
(qui en phase G2 titre spécifiquement les complexes
cycline A-CDK) bloque 'entrée en mitose [18, 19]. Ces
résultats indiquent que I'activité de la kinase cycline A-
CDK2 (peut-étre aussi cycline A-CDK1) est un facteur
limitant pour I’entrée en mitose. Dés que la kinase
cycline B1-CDK1 est activée, sous I’effet d’une phospha-
tase Cdc25, 'activité cycline A-CDK2 n’est plus néces-
saire. On peut donc penser que la kinase cycline A-CDK2
est requise pour I'activation des complexes cycline B1-
CDK1, eux-mémes responsables de la plupart des événe-
ments de la mitose. Cependant, la kinase cycline A-CDK2
est déja active en phase S, alors que I"activation des
kinases cycline B-CDK1 n’a lieu qu’a la fin de la phase
G2. La kinase Polo qui phosphoryle et active Cdc25C [20]
est également requise pour I'activation de cycline B-
CDK1 dans les cellules somatiques. La déplétion de cette
kinase supprime I’activation de cycline B1/2-CDK1 dans
des extraits cellulaires, sans affecter 'activité des com-
plexes cycline A-CDK [21].

Bien que la rupture de I"enveloppe nucléaire, précédée
de tres peu par la phosphorylation des lamines et la
dépolymérisation de la lamina nucléaire, soit souvent
prise comme repére pour fixer le début de la mitose, cet
événement, qui requiert la translocation et 'accumula-
tion nucléaire de la kinase cycline B1-CDK1 sous sa
forme active, n’est pas le premier événement cytolo-
gique détectable de la mitose [22]. Il est précédé par
des modifications structurales et fonctionnelles des
centrosomes (maturation) dans le compartiment cyto-



plasmique et des chromosomes dans le compartiment  de cycline B-CDK1 (Figure 2A). La kinase cycline A-CDK2
nucléaire. ne semble pas capable d’activer directement Cdc25
’un des premiers événements de la maturation des cen-  [29]. La kinase Polo phosphoryle et active Cdc25C & la
trosomes semble étre ’augmentation du recrutement de  transition G2/M et I"activation de Ccd25C est synchrone
la Y-tubuline, nécessaire a I’assemblage des asters de  de I"activation de cycline B-CDK1. Cependant, les souris
microtubules autour des centrosomes [23]. Or, la dont le géne de Cdc25C a été invalidé n’ont pas de phé-
micro-injection d’anticorps inactivant la kinase Polo, ou  notype [28], impliquant que Cdc25A, ou plus vraisem-
I’expression de mutants dominants négatifs, supprimele  blablement B, activés avant Cdc25C, sont capables de
recrutement de la Y-tubuline par les centrosomes [24].  déphosphoryler efficacement CDK1 [29]). Mais rien ne
La stimulation du recrutement de la Y-tubuline précé- permet d’exclure que les cibles primaires (majeures) de

REVUES

dant I'activation de cycline B-CDK1, il doit nécessaire-  cycline A-CDK2 ou/et de la kinase Polo puissent étre les
ment en aller de méme pour I'activation de la kinase kinases inhibitrices Weel/Myt 1...

o2

Polo. Celle-ci semble dépendre de phosphorylations Sans exception connue, I'activation de cycline B1-CDK1
multiples, mais son mécanisme est mal connu. Quant @ invivo est associée a la phosphorylation de la cycline sur

la condensation des chromosomes, elle atteint son plusieurs sites conservés au cours de I’évolution [30]. I
7 . N . . . . s 7 )
degré maximal aprés recrutement des condensines, lui-  Les anticorps dirigés contre les formes phosphorylées de T
. . . YORY =

méme corrélé chez les eucaryotes supérieurs au relar- la cycline reconnaissent donc spécifiquement la forme =
wv

gage massif de protéines spécialisées dans le maintien  active des complexes cycline B1-CDKI. A I’aide de tels
de la cohésion entre les chromatides, les cohésines anticorps, il a pu étre montré récemment que I’activa-
[25]. Cette condensation est déclenchée au cours de la  tion de cycline B-CDK1 commence au niveau des centro-
phase G2, en partie sous I'effet de la kinase Aurora B, somes. Au cours de la phase G2, la cycline A n’est détec-
phosphorylant I’histone H3 [26]: elle précéde donc au  tée qu’au niveau du noyau. De fagon intéressante, une
moins partiellement I’activation de la kinase cycline B-  association transitoire de la cycline A aux centrosomes a
cdc?. Lactivité de la kinase Polo semble nécessaire a la  été observée en prophase [19, 31]. Cela laisse entrevoir
libération des cohésines [27]. la possibilité que le recrutement de la kinase cycline A-
Il est actuellement difficile de dresser un scénario CDKI par les centrosomes, au moment ot ils sont égale-
reliant les kinases cycline A-CDK2 et Polo a I"activation  ment associés a la kinase Polo, joue un rdle important

A B

Cycline A-CDK2 Kinase Polo Centrosomes G2

\ / Recrutement .. B R
de cycline A-CDK2 —_— K 0
? J \l )
* Kinase Polo
Cdc25B/C

/ aeive

Cycline B-CDKI Cdc25 activée = Cycline B phosphorylée
G2/M l l
Cycline B-CDK1 Translocation nucléaire
activée

Figure 2. Déclenchement de la transition G2/M dans les cellules somatiques d’eucaryotes supérieurs. A. Les kinases cycline A-CDK2 et Polo contrdlent, par
un processus intégré non élucidé, I'activation des phosphatases Cdc25 B/C requises pour la déphosphorylation des résidus inhibiteurs de CDK1 et I'activa-
tion du MPF (maturation-promoting factor). B. Un modéle (trés) spéculatif d’activation de cycline B-CDK1 au niveau des centrosomes: le recrutement
transitoire de la kinase cycline A-CDK2 par les centrosomes est supposé nécessaire a I’activation de cycline B-CDK1 déclenchée au niveau des centro-
somes. La kinase Poloy jouerait un réle charniére en phosphorylant et en activant Cdc25C et en phosphorylant la cycline B: cet événement faciliterait I'in-

teraction de Cdc25B et C avec le substrat cycline B-CDK1 et - par masquage du signal d’exclusion nucléaire - I’'accumulation nucléaire du complexe activé.

M/Sn° 3, vol. 19, mars 2003 303




304

(D ) m/s
2002, n° 12,
p- 1219

(D ) m/s
2002, n° 3,
p- 282

(D ) m/s
2001, n° 3,
p- 353

dans I'activation des complexes cycline B-CDK1 au
niveau de cet organite essentiel pour la progression du
cycle cellulaire. Les centrosomes constitueraient alors
la structure au sein de laquelle est réalisée I'intégration
des processus qui contribuent au déclenchement de la
mitose. Contrairement a celle des cyclines B, la syn-
these/accumulation de la cycline A est un facteur limi-
tant pour la transition G2/M [11, 18]. Une analyse
détaillée du processus conduisant au recrutement tran-
sitoire de la cycline A par les centrosomes pourrait ouvrir
de nouvelles perspectives dans notre analyse de la tran-
sition G2/M. Un modéle possible, trés spéculatif, est
présenté dans la Figure 2B.

Dans les exemples qui précedent, un processus d’évolu-
tion vers la mitose, d’abord réversible, puis irréversible,
est mis en route apres achévement de la duplication des
chromosomes et des centrosomes. Dans certains cas,
cependant, ce processus n’a pas lieu, et les cellules
recommencent a dupliquer les chromosomes, devenant
alors polyploides [32] (0). Puisque la croissance conti-
nue et qu’elles ne se divisent pas, ces cellules augmen-
tent de taille. Le processus d’endoréplication est sou-
vent associé a une simplification du cycle cellulaire: par
exemple, certaines cellules suppriment la mitose en
n’exprimant pas CDKl ou ses activateurs, cycline B,
cycline A ou CDC25C. De fagon intéressante, certaines
cellules qui « endorépliquent » ont perdu les centro-
somes [33], donnant encore plus de poids a I’hypothése
selon laquelle ces structures jouent un réle déterminant
dans le déclenchement de la mitose.

Cdc25 B/C et Polo, cibles des checkpoints G2/M

Des traitements ou des événements provoquant I’arrét
de la progression des fourches de réplication et des cas-
sures de I’ADN [34], des anomalies de « décaténation »
des chromatides-sceurs apres réplication [35] (0), la
dépolymérisation des microtubules [36] et peut-étre
certaines modifications structurales de la matrice
nucléaire [37] peuvent avoir pour conséquence 'arrét du
cycle cellulaire en phase G2, di a I'activation d’un
checkpoint G2/M. Lorsqu’elles ont activé la kinase
cycline B-CDK1, les cellules somatiques deviennent
insensibles au checkpoint [18] et sont irréversiblement
induites a entrer en mitose (méme si celle-ci s’avere
défectueuse). Avant cette activation, en revanche, cer-
tains traitements sont capables, non seulement d’arréter
la progression du cycle, mais de faire régresser les cel-
lules, provoquant par exemple le relargage de Y-tubuline
par les centrosomes [36] et la décondensation des chro-
mosomes [37]. A priori, Pactivation des checkpoints
G2/M pourrait provoquer I'arrét en G2 en supprimant, par
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exemple, I’expression de la cycline A ou en augmentant
I’activité des kinases inhibitrices Weel/Mytl. Dans I’état
actuel des connaissances, cependant, les cibles des
checkpoints G2/M semblent plut6t étre les phosphatases
Cdc25 B/C et la kinase Polo, dont I'activation est suppri-
mée (Figure 3) (des résultats récents suggérent égale-
ment un rdle pour I'inhibiteur CIP1) (07).

La suppression de l'activation des phosphatases
Cdc25 B/C fait intervenir la consolidation de leur
association avec divers membres de la famille 14-3-3.
Il est possible que I'interaction de Cdc25 avec 14-3-3
masque certains résidus requis pour 'interaction avec
la cycline B [38], empéchant I'interaction de cycline
B-CDKI avec le site catalytique de Cdc25. La liaison de
14-3-3 s’oppose également a la translocation
nucléaire des phosphatases [39]. Cette liaison
requiert la phosphorylation de la sérine 216 (Cdc25C
humain) ou de la sérine 309 (Cdc25 B humain). Au
cours du cycle cellulaire normal, ces résidus sont
phosphorylés jusqu’a la fin de la phase G2, la kinase
responsable de ces phosphorylations étant cTakl
[40]. A la transition G2/M, ces résidus sont déphos-
phorylés et 14-3-3 libéré. Lorsque les checkpoints
G2/M liés a I'interruption de la réplication de I’ADN,
les cassures des brins d’ADN, ou les défauts de « déca-
ténation » des chromatides-sceurs sont activés,
d’autres kinases viennent renforcer c-Takl, rendant
impossible la déphosphorylation des résidus inhibi-
teurs de Cdc25 B/C. Ces kinases sont Chkl et Chk2
(encore appelées Cdsl). De fagon remarquable, les
kinases Chkl et Chk2 semblent incapables de phos-
phoryler Cdc25 B/C lorsque ces phosphatases ont pris
leur conformation mitotique, aprés activation de MPF.
Ces kinases ont peut-€étre une activité basale consti-
tutive, mais ne subissent une activation notable
qu’apres phosphorylation par les kinases ATM et ATR
[34, 40], qui elles-mémes transduisent les stimulus
initiaux.

Il est possible d’inhiber les kinases ATM et ATR par la
caféine, et de renforcer I'inhibition des checkpoints
dépendant de ces kinases par un nouvel inhibiteur de
Chkl, UCN-01. Méme dans ces conditions, les radiations
ionisantes et les rayons ultratviolet (UV) provoquent un
arrét en G2 [40]. Ces traitements agissent en activant la
kinase de stress p38 [41]. €n effet, son inhibition sup-
prime le checkpoint, et sa micro-injection I"active en
I’absence d’UV. Or, la kinase p38 phosphoryle Cdc258B sur
deux sites responsables aprés phosphorylation de la
liaison de 14-3-3, cette phosphorylation n’ayant pas
lieu apres irradiation si la kinase p38 est inhibée. Il
semble tres probable que I'inhibition de Cdc25B a pour
conséquence I'inactivation de cycline A-CDK2, car Iex-



pression ectopique du mutant non phosphorylable
CDK2-Alal4Phel5 associé a cycline Aléve le bloc dépen-
dant de G2 de la kinase p38. Nous avons proposé plus
haut que I"activation de la kinase cycline B-CDK1 puisse
étre déclenchée au niveau des centrosomes par une
régulation concertée faisant intervenir la kinase cycline
A-CDK2 et la kinase Polo. Il est possible que le check-
point G2/prophase contrdle la fonction de déclenche-
ment de la mitose au niveau des centrosomes. L’arrét en
G2 provoqué par la kinase de stress p38 pourrait repré-
senter une « mesure de précaution », permettant d’ar-
réter par anticipation la progression du cycle cellulaire,
méme si les rayonnements potentiellement dangereux
n’ont pas provoqué de dégats nucléaires: dans ce cas,
I’arrét n’est que transitoire. Au contraire, il se prolonge
si la voie ATM/ATR est activée.

La kinase Polo semble étre une autre cible des check-
points G2/M. D’une part, la micro-injection d’anticorps
dirigés contre cette kinase arréte en phase G2 des cel-
lules non immortalisées, sans empécher I’entrée en
mitose des cellules transformées [24]. D’autre part, un
composant essentiel du checkpoint G2/M, Chfr, a été

La compartimentation cellulaire de cycline B1-CDK1
semble également impliquée dans les checkpoints
G2/M. €n effet, I"expression d’une cycline B1 contenant
une mutation du signal d’export nucléaire supprime,
dans les cellules Hela, I'arrét en G2 provoqué par les
défauts de « décaténation » [44]. Or, dans le cycle cel-
lulaire normal, I’inactivation du signal d’export
nucléaire de la cycline Bl requiert sa phosphorylation
par la kinase Polo [39]. Le checkpoint G2/M de « déca-
ténation », indépendant de Chk1 et de cdc25 B/C, pour-
rait donc agir en supprimant I'activité de la kinase Polo.
Parallélement a Chfr, une autre ubiquitine-ligase [45],
BRCA1 (sous forme d’un complexe avec BARD1) joue un
role essentiel dans les checkpoints activés par les ra-
diations ionisantes ou les défauts de « décaténation ».
€n phase G2, cette ubiquitine-ligase est normalement
concentrée au niveau des focus nucléaires [45] et des
centrosomes [46]. Quand les cellules sont soumises a
un stress génotoxique, elle se redistribue des focus
nucléaires vers différents sites cellulaires, ou elle
exerce vraisemblablement sa fonction d’ubiquitinyla-
tion. Les protéines ciblées par I'ubiquitine-ligase

récemment identifié a une ligase qui ubiquitinyle la  BRCAI, probablement en vue de leur dégradation par les protéasomes,

kinase Polo [42] et provoque sa protéolyse (dans les

n’ont pas fait I'objet d’un inventaire exhaustif. Parmi elles figure la

extraits d’ceufs de xénope). Le géne Chfr est tres fré-  grande sous-unité de I’ARN polymérase 2 [47], dont le recrutement

quemment muté, ou non exprimé, dans les cellules
tumorales dont le checkpoint G2/M est défectueux [43],
I’expression ectopique de Chfr restaurant le checkpoint.

. ADN
v Poisons -
des microtubules  Arrét CEEsIies
réplication
P38 ? ATR/ATM
Cdc258B Chfr Chkl Chk2
Cycline A-CDK2 Kinase Polo Cdc25C

Cycline B-CDK1

Figure 3. Cdc25 B/C et Polo, cibles des checkpoints G2/M. Les phosphatases Cdc25B
et Cetlakinase Polo sont les principales cibles connues des checkpoints G2/M acti-
vés par les UV, les drogues dépolymérisant les microtubules, les agents tels qu’hy-
droxyurée ou rayonnements ionisants bloquant la réplication ou provoquant des
cassures de I’ADN. On ignore actuellement quelle peut étre la cible du checkpoint de
« décaténation », bien que sa suppression par mutation du signal d’exclusion

nucléaire de la cycline B1 suggere un rdle possible de la kinase Polo.
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par 'ubiquitine-ligase fait intervenir le facteur Cst50, impliqué dans
le controle de la polyadénylation des ARN messagers.

Conclusions

Dans cet article, nous avons tenté de cerner les méca-
nismes responsables du déclenchement de la mitose.
Une premiere constatation est qu’il n’est pas aisé de
définir de fagon précise le début de la mitose. Certains
événements tels que la condensation des chromosomes
commencent bien avant la rupture de I'enveloppe
nucléaire et la mise en place de "appareil mitotique. Par
ailleurs, la condensation des chromosomes est réver-
sible jusqu’a un point de non-retour, au-dela duquel la
cellule ne peut revenir en interphase et entrera néces-
sairement en mitose, méme si elle regoit des signaux
d’activation du checkpoint G2/prophase. Ce point de
non-retour est atteint lorsque la kinase MPF (cycline B-
cde?) est activée: il est donc logique de prendre cet
événement comme « temps zéro » de la mitose. U'étude
de la transition G2/M devient alors celle du processus
d’activation du MPF, la condensation des chromosomes
s’effectuant en partie en phase G2. S’il semble probable
que I"activation du MPF commence au niveau des cen-
trosomes, il reste difficile de préciser si la maturation de
ceux-ci commence en phase G2 ou si elle coincide avec
la transition G2/M.
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Pendant la phase G2, le potentiel d’inactivation du MPF
domine, malgré la synthése de cycline B qui augmente
progressivement le niveau du complexe cycline B-cdc2.
L'activité de la kinase cycline A-CDK2 est un facteur
limitant de la transition G2/M. Il est toutefois difficile
de rendre compte du caractére brutal de Ientrée en
mitose par I'augmentation progressive d’activité de la
kinase cycline A-CDK2 au cours de la phase G2. Il est
possible que la transition G2/M soit déclenchée par le
recrutement au niveau des centrosomes de la kinase
cycline A-CDK2, cela n’ayant lieu qu’aprés titration de
ses sites de liaison nucléaires. U'activation de la kinase
Polo, essentielle pour la maturation des centrosomes,
I’est également pour cette transition. On ignore actuel-
lement encore si cette activation requiert elle-méme le
recrutement de la kinase cycline A-CDK2 par les centro-
somes et, d’'une maniére plus générale, comment le
recrutement programmé des opérateurs par le centro-
some conduit a I’activation initiale du MPF au niveau de
cet organite, dont la micro-injection dans des ovocytes
d’étoile de mer arrétés en G2 au terme de la maturation
méiotique suffit a induire la transition G2/M [48].

Des mécanismes de surveillance (checkpoints G2/M) per-

mettent d’arréter de fagon plus ou moins durable la pro-
gression du cycle cellulaire avant I'activation de cycline
B-CDKI. Utilisant des voies de signalisation cytoplas-
miques ou nucléaires, ces checkpoints semblent exercer
leur effet, au moins en partie, en empéchant I’activation
des phosphatases Cdc25 B/C et celle de la kinase Polo, qui
contr6le non seulement I’activation de Cdc25C, mais éga-
lement la phosphorylation de la cycline Bl et la translo-
cation nucléaire de la kinase cycline B1-CDK1. ¢

SUMMARY

Triggering cell mitosis in higher eucaryotes

Dramatic changes of cell organisation occur at onset of
mitosis. Genetic analysis of fission yeast and physiolo-
gical studies of vertebrate and invertebrate oocytes
showed that activation of cyclin B-cdc? kinase triggers
mitosis. Nevertheless, upstream mechanisms respon-
sible for this activation remain largely unknown in
somatic cells of higher eukaryotes. This review discusses
possible pathways and mechanisms involved in trigge-
ring onset of mitosis in such cells, including inhibitory
checkpoint mechanisms that detect defects in structu-
ral organisation of the cell. ¢
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