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Article abstract

The mechanisms orchestrating spatial cell division control remain poorly
understood. In animal cells, the position of the mitotic spindle dictates cleavage
furrow placement, and thus plays a key role in governing spatial relationships
between resulting daughter cells. The one-cell stage Caenorhabditis elegans
embryo is an attractive model system to investigate the mechanisms
underlying spindle positioning in metazoans. In this review, the experimental
advantages of this model system for an in vivo dissection of cell division
processes are first discussed. Next, three lines of experiments that were
conducted to dissect the mechanisms governing spindle positioning in one-cell
stage C. elegans embryos are summarized. First, localized laser
micro-irradiations were utilized to identify the forces acting on spindle poles
during anaphase. This work revealed that there is a precise imbalance of
pulling forces acting on the two spindle poles, with the forces acting on the
posterior spindle pole being in slight excess, thus explaining the asymmetric
spindle position achieved by the end of anaphase. Second, an RNAi-based
fonctional genomic screen was carried out to identify novel components
required for generating these pulling forces. This uncovered that gpr-1/gpr-2,
which encode GoLoco-containing proteins, as well as the previously identified
Ga subunits goa-1/gpa-16, are required for generation of pulling forces on the
spindle poles. Third, the zyg-8 locus was identified by mutational analysis to
play a distinct role during anaphase spindle positioning. zyg-8 was found to
encode a protein related to human Doublecortin, which is affected in patients
with neuronal migration disorders. Moreover, ZYG-8 is a
microtubule-associated protein that stabilizes microtubules against
depolymerization. Together, these experimental approaches contribute to a
better understanding of the mechanisms orchestrating spatial cell division
control in metazoan organisms.
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Mécanismes

de division
cellulaire: lecons
d’un nématode

Pierre Gonczy

> Uembryon du nématode Caenorhabditis ele-
gans représente un systéme expérimental de
choix pour disséquer les mécanismes qui orches-

REVUES

trent les processus de division cellulaire dans un
organisme multicellulaire. €n effet, un faisceau
d’approches cellulaires, génétiques, molécu-
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laires et génomiques permettent d’aborder chez
cet organisme nombre de questions fondamen-
tales relatives a la division cellulaire. Certaines
des molécules caractérisées chez ce nématode

SYNTHESE

pourraient jouer un réle important dans d’autres
organismes, y compris I’étre humain. Dés lors, la
recherche fondamentale menée sur I’embryon de
C. elegans devrait avoir, a terme, un impact
significatif sur le développement de nouveaux

outils diagnostiques et thérapeutiques. <

Les processus de division cellulaire doivent étre finement
controlés au cours du développement afin de permettre la
constitution d’un organisme formé d’un nombre adéquat
de cellules correctement disposées dans I'architecture
tissulaire. Plusieurs maladies chez I’étre humain, notam-
ment certaines formes de cancer, sont dues a des erreurs
de division cellulaire. L'élucidation des mécanismes gou-
vernant ce processus est donc cruciale pour I’acquisition
de nouveaux outils diagnostiques et thérapeutiques.

Au cours des vingt derniéres années, de nombreux travaux
ont démontré que les mécanismes fondamentaux orches-
trant la progression du cycle cellulaire sont remarquable-
ment conservés au cours de I"évolution. Ces recherches
ont été couronnées par I'attribution du prix Nobel 2001 de
médecine a Leland H. Hartwell, R. Thimothy Hunt et Paul
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les patients.

Si les mécanismes assurant le contrdle temporel du cycle
cellulaire sont relativement bien connus, il n’en va pas de
méme pour ceux qui gouvernent le contrle spatial de la
division cellulaire. Or, la position du fuseau mitotique joue
un r6le prépondérant dans ces processus. Dans les cellules
animales, la position du fuseau mitotique durant 'ana-
phase détermine la position du sillon de clivage qui est
formé a distance égale des deux pdles du fuseau, et per-
pendiculairement a celui-ci, et définit par conséquent la
taille relative des cellules filles [2]. Un fuseau localisé au
centre de la cellule conduit a une division égale, tandis

(=) mss M. Nurse (=). Cette conservation au cours de I'évolution  qu’un fuseau excentré conduit a une division inégale,
2001, n°11, impliqgue que les mécanismes identifiés sur des orga- engendrant des cellules filles de taille différente (Figure
p- 1226

nismes expérimentaux relativement simples peuvent per-
mettre des avancées thérapeutiques pour I’étre humain.
Par exemple, la mise en évidence que les kinases CDK
(cyclin-dependent-kinase) sont un moteur universel
dans la progression du cycle cellulaire de toutes les cel-
lules eucaryotes a conduit a 'identification de molécules
qui interférent avec leur activité [1]. Plusieurs de ces
molécules sont actuellement en test clinique de phases Il

M/Sn°6-7, vol. 19, juin-juillet 2003

1A). De telles divisions asymétriques sont fréquentes au
cours du développement d’organismes multicellulaires ou
elles contribuent a la production de la diversité cellulaire.
Par ailleurs, la position du fuseau mitotique détermine la
disposition des cellules filles dans I’architecture tissulaire
(Figure 1B). Un fuseau orienté parallélement & un épithé-
lium conduit les deux cellules filles a demeurer dans le
plan épithélial, tandis qu’un fuseau orienté perpendicu-
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(-b) m/s
2002, n°11,
p. 1157

lairement a cet épithélium conduit au départ de I'une des
deux cellules filles du plan épithélial. De telles divisions
perpendiculaires ont lieu lors du développement du sys-
téme nerveux central par exemple, aussi bien chez les

invertébrés que chez les vertébrés. La position du fuseau mitotique doit
étre également coordonnée avec les axes de polarité cellulaire, afin de

permettre a des molécules polarisées dans la cellule mére d’étre héritées
par I'une ou I"autre des cellules filles (Figures 14 et 1B). Par conséquent,

la position du fuseau mitotique est cruciale pour assurer la ségrégation
des facteurs qui dirigent le développement. Malgré leur importance, les

mécanismes orchestrant le

controdle spatial de la divi-
sion cellulaire, et en parti- A
culier le positionnement du

fuseau mitotique, demeu-

rent mal compris.

Cet article résume nos tra-

téines PAR ont une distribution polarisée dans le zygote
de C. elegans (Figure 2A). PAR-3 et PAR-6, par exemple,
des protéines contenant des motifs PDZ (PSD-95/Disc-
large/Z0-1), sont concentrées dans le cortex antérieur
[7, 8]. A Pinverse, PAR-1, une sérine-thréonine protéine
kinase, et PAR-2, une protéine contenant un domaine
ring-finger, sont toutes deux concentrées dans le cortex
postérieur [9, 10]. Ainsi, une distribution polarisée des
protéines PAR permettrait d’établir la polarité cellulaire
le long de I’axe antéro-postérieur.
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geénes codent pour six pro-
téines PAR (partitioning-
defective), pour la pro-
téine kinase C atypique
PKC-3, pour la petite pro-
téine G CDC-42, ainsi que
pour des composants du
cytosquelette d’actine [5,
6]. De fait, plusieurs pro-

est ensuite
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Figure 1. La position du fuseau mitotique détermine la taille relative et la relation spatiale entre cellules filles.
Cercles noirs: pdles du fuseau; lignes violet foncé: microtubules du fuseau et microtubules astraux; ovales vio-
let clair: chromosomes; cercles oranges : noyau ; ligne discontinue bleu foncé: sillon de clivage; ovales rouge:
jonctions serrées des cellules épithéliales; ronds jaunes: facteurs développementaux. A. Un fuseau localisé au
centre de la cellule mere produit deux cellules filles de taille identique (a gauche), tandis qu’un fuseau excentré
produit deux cellules filles de taille différente (a droite). B. Un fuseau orienté parallélement au plan épithélial
conduit les deux cellules filles @ demeurer dans I’épithélium (a gauche), tandis qu’un fuseau orienté perpendicu-
lairement a ce plan conduit une des deux cellules filles a quitter I’épithélium (a droite). La position du fuseau
mitotique détermine également la distribution de facteurs développementaux dans les cellules filles. Par
exemple, des facteurs présents du coté basal de la cellule mere (B) seront répartis dans les deux cellules filles si
le fuseau est orienté parallélement a I’épithélium (& gauche), ou ne seront hérités que par I'une des deux cellules

filles si le fuseau est orienté perpendiculairement a I’épithélium (a droite) (d’apres [44]).



Des homologues des protéines PAR ont été identifiés chez
d’autres organismes multicellulaires, ou ils ont égale-
ment fréquemment une distribution polarisée. Dans les
cellules épithéliales de mammifere, ASIP (atypical PKC
isotype-specific interacting protein), I'homologue de
PAR-3, est présent dans les jonctions serrées situées du
c6té apical, tandis que I’lhomologue de PAR-1 est localisé
le long de la membrane baso-latérale (Figure 28) [11,
12]. De telles observations, qui ont également été faites
chez la drosophile, suggerent que la fonction des pro-
téines PAR dans I'établissement de la polarité cellulaire a
été conservée au cours de I’évolution des organismes
multicellulaires [13].

Chez C. elegans, I'action des protéines PAR conduit
ensuite a une distribution différentielle, le long de I'axe
antéro-postérieur, de facteurs essentiels au développe-
ment de I’embryon. Par exemple la protéine PIE-1 (pha-
ryngeal and intestinal excess), qui joue un rdle important
dans la différenciation des descendants du blastomeére
postérieur, est présente initialement partout dans le
cytoplasme du zygote, puis se concentre au pdle posté-
rieur lors du premier cycle cellulaire [14]. Les protéines
MEX-5/MEX-6 (muscle excess), qui sont requises pour la
différenciation des descendants du blastomeére antérieur,
sont au contraire localisées au pole antérieur du zygote,
en réponse a I"action des protéines PAR [15] (=).

Au cours des dix dernieres années, de nombreuses études
ont été consacrées a des molécules comme PIE-1 ou MEX-
5/MEX-6, dont la distribution est contrdlée par le systeme
PAR et qui organisent la mise en place des feuillets
embryonnaires [16]. De ce fait, les mécanismes orches-
trant le développement précoce de I"embryon de C. ele-
gans sont relativement bien connus. €n revanche, ce n’est

que récemment que le potentiel de ce systéme expéri-
mental, pour aborder des questions relatives a la division
cellulaire, a été reconnu et exploité.

Approches expérimentales pour disséquer
les processus de division cellulaire
dans ’embryon de C. elegans

Le zygote de C. elegans mesure 50 lLm de long et se divise
rapidement (la mitose & proprement parler dure environ 2
minutes): il constitue donc un systéme expérimental de
choix pour disséquer les processus de division cellulaire
dans le contexte d’un organisme en développement. Pour
ce faire, une batterie d’approches expérimentales est a la
disposition des chercheurs. La vidéo-microscopie permet
I’observation des embryons vivants avec une grande
résolution temporelle et spatiale [17]. Utilisée sur des
animaux transgéniques exprimant des marqueurs de la
division cellulaire fusionnés & la GFP (green fluorescent
protein), comme la tubuline ou les histones, elle permet
d’examiner la dynamique de ces molécules-clés [18]
(Figure 3). Par ailleurs, le zygote de C. elegans peut étre
soumis a 'action d’agents chimiques ou physiques (par
exemple, un faisceau laser localisé) qui perturbent le
cytosquelette et permettent de révéler les principes qui
sous-tendent les processus de division cellulaire [19,
20]. Lisolement de mutants par mutagenése convention-

(-)) m/s
2002, n°1,
p. 97

nelle combinée a I’analyse par vidéo-microscopie permet de caractériser
de nouveaux genes requis pour I’'un ou I'autre des processus de division
cellulaire (Encadré 1 et Figure 5) [21, 22]. €n outre, le génome de C. ele-

gans étant entierement séquencé, I’analyse moléculaire de locus définis
par mutageneése est grandement facilitée. €n outre, cela a permis de réa-
liser des criblages de génomique fonctionnelle par la technique d’inter-

e
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Figure 2. La distribution polarisée de certaines
protéines PAR est conservée au cours de I’évo-
lution des organismes multicellulaires.
Symboles similaires a ceux de la Figure 1. A.
Zygote de C. elegans juste aprés la méta-
phase. PAR-3 (jaune) est localisé dans le cor-
tex antérieur, tandis que PAR-1 (vert foncé)
est localisé dans le cortex postérieur. Les vec-
teurs de force tirant sur les pdles du fuseau
mitotique sont représentés en rouge, le vec-
teur postérieur étant supérieur au vecteur
antérieur. B. Cellule épithéliale de mammifeére
en mitose. ASIP, I’homologue de PAR-3
(jaune), est localisé au niveau des jonctions
serrées situées du c6té apical de la cellule,
tandis qu’un homologue de PAR-1 (vert foncé)

est localisé sous la membrane baso-latérale.

férence par "ARN qui permet d’inactiver
un grand nombre de genes et de détermi-
ner ainsi I’identité de ceux requis pour I'un
ou I"autre des processus de division cellu-
laire (Encadré 2) [23-26].

Position du fuseau mitotique et
division asymétrique du zygote de
C. elegans

Comme nous I’avons vu précédemment,
les protéines PAR jouent un rdle primor-
dial dans le contrdle de la position du
fuseau mitotique dans le zygote de C.
elegans. Ce zygote se divise de maniere
asymeétrique, engendrant un blastomeére
antérieur légerement plus grand que le
blastomere postérieur (Figures 3€ et 44).
Dans la souche sauvage, le fuseau mito-

o2
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() mss tique se met en place le long de "axe antéro-postérieur
2001, n°3, et au centre de la cellule (Figure 3C). Lorsque le fuseau
p. 355

s’allonge au cours de I'anaphase, son pole antérieur
reste relativement immobile, tandis que son pdle posté-
rieur est déplacé vers le cortex postérieur. Ainsi, le fuseau occupe une
position excentrée & la fin de la mitose (Figure 3D). €n revanche, dans
les mutants par, la polarité antéro-postérieure n’est pas mise en place,
le déplacement vers le pole postérieur n’a pas lieu, et le zygote se divise
de maniére symétrique [27] (Figure 4B).
Les mécanismes permettant aux pro-
téines PAR de diriger la position exacte
du fuseau mitotique le long de I'axe
antéro-postérieur sont mal compris. Pour
aborder cette question, nous avons uti-
lisé plusieurs approches méthodolo-
giques qui sont exposées ci-dessous.

Forces déterminant la position
du fuseau mitotique

Des expériences menées dans des systemes
autres que C. elegans ont montré que deux
types de forces agissent sur les pdles du
fuseau mitotique et peuvent contribuer a
I’élongation du fuseau au cours de I'ana-
phase. D’une part, des forces agissant sur
les microtubules anti-paralléles qui éma-
nent des pdles et se croisent au centre du
fuseau, forces qui « poussent » les deux
poles en direction du cortex de la cellule
[29]. D’autre part, des forces agissant sur
les microtubules astraux qui émanent des
poles et les relient au cortex, forces qui
« tirent » les deux poles vers le cortex cel-
lulaire [30]. La contribution de ces deux
types de forces sur les pdles du fuseau peut
étre testée en coupant les microtubules du
fuseau a I'aide d’un faisceau laser loca-
lisé. Si I’élongation du fuseau mitotique
durant 'anaphase est strictement due aux
forces agissant sur les microtubules anti-
paralléles du fuseau, les deux pdles ne
devraient plus se séparer apres coupure au
laser. Au contraire, si I’élongation se fait
au moins en partie grace a des forces agis-
sant sur les microtubules astraux, les deux
poles devraient toujours se séparer en
I’absence du fuseau et pourraient méme se
séparer plus rapidement, a I'image de ce
qui se produit lorsque deux personnes
tirent chacune I'extrémité d’une corde et
que celle-ci se rompt brutalement (=).

M/S n°6-7, vol. 19, juin-juillet 2003

Nous avons réalisé ce type d’expérience sur le zygote de
C. elegans, en utilisant un faisceau laser d’une longueur
d’onde de 337 nm, optimale pour la destruction de
microtubules dans un organisme vivant [28]. Un fais-
ceau relativement petit (environ 2 Um de diamétre) per-
met la destruction spécifique des microtubules du
fuseau sans léser les microtubules astraux. On observe
que les deux pdles du fuseau se séparent extrémement
rapidement apres la coupure du fuseau.
Des forces externes au fuseau, qui vrai-
semblablement tirent sur les microtu-
bules astraux, jouent donc un role pré-
pondérant dans I’élongation du fuseau
mitotique dans le zygote de C. elegans.

Par ailleurs, nous avons remarqué que les
deux pdles du fuseau se comportent diffé-
remment 'un de "autre apres la coupure,
la différence la plus notoire étant que la
vitesse du péle postérieur excede légere-
ment celle du pdle antérieur, ce qui sug-

Figure 3. Séquence du processus de division cel-
lulaire chez le zygote de C. elegans. Images
issues d’une séquence de vidéo-microscopie
conduite sur un embryon transgénique expri-
mant 'histone H2B fusionnée a la GFP (green
fluorescent protein), ce qui permet la visualisa-
tion de I’ADN (fluorescence verte). ’embryon
mesure environ 50 Lm de long; son pdle anté-
rieur est situé a gauche, son péle postérieur a
droite. Le temps écoulé est indiqué en minutes
et en secondes; le temps 0 correspond a 30
minutes environ aprés la fécondation. Les
fleches indiquent la position des centrosomes
(C), puis des poles du fuseau mitotique (D). A.
Le pronoyau femelle (a gauche) et le pronoyau
mdle (& droite) sont visibles. B. Le pronoyau
femelle migre vers le pronoyau mdle, qui lui-
méme s’éloigne du péle postérieur et les pro-
noyaux se rencontrent. C. Les deux centrosomes
entreprennent une rotation de 90° qui les repo-
sitionne le long de I'axe antéro-postérieur. Le
fuseau se met en place au centre de la cellule. D.
Le fuseau se déplace vers le pdle postérieur
durant Panaphase. €. Ce déplacement conduit a
une division asymétrique qui scinde le zygote en
un grand blastomeére antérieur et un petit blas-
tomere postérieur. || faut noter que chacun de
ces processus de division cellulaire peut étre
affecté chez des mutants ou par 'inactivation

de genes par interférence par I’ARN.



gere que les forces tirant sur le pole postérieur sont lége-
rement supérieures a celles tirant sur le pdle antérieur.
Cette différence entre I'intensité des forces tirant sur les
deux pdles peut expliquer la position légerement excen-
trée du fuseau mitotique observée au terme de I’ana-
phase dans la souche sauvage. Des expériences similaires
effectuées sur des mutants par-2 et par-3 indiquent que
cet équilibre précis est contrdlé par les protéines PAR
[28]. Uensemble de ces données suggere que c’est la
polarité axiale antéro-postérieure, via le systeme PAR,
qui contrdle "ampleur des forces tirant sur les poles du
fuseau mitotique au cours de la division asymétrique du
zygote de C. elegans (Figure 2A) [28] (=).

Molécules nécessaires aux forces agissant
sur les pdles du fuseau mitotique

Quelles sont les molécules permettant de traduire la pola-
rité axiale antéro-postérieure en forces différentielles
tirant sur les pdles du fuseau mitotique? Des résultats
récents impliquent des sous-unités ot (Gor) des protéines G
hétérotrimériques. €n effet, I'inactivation simultanée par
interférence par ’ARN de deux de ces sous-unités, goa-1
(G-0 protein o subunit) et gpa-16 (G protein O subunit),
conduit a une premiére division symétrique [31]. Le méme
phénotype est obtenu lors de I'inactivation par interfé-
rence par ’ARN grp-1 et gpr-2 (G protein regulator), qui
codent pour des protéines contenant un domaine Goloco
caractéristique de protéines interagissant avec des sous-
unités GO.. Une sous-unité GO et une protéine contenant un
domaine Goloco sont également impliquées dans la divi-
sion asymétrique des neuroblastes chez la drosophile, sug-
gérant que certaines des molécules gouvernant ces proces-
sus ont été conservées au cours de I’évolution des méta-
zoaires [32, 33].

Dans le cas de C. elegans, 'inactivation de ces molécules
par interférence par I’ARN ne semble pas affecter la pola-
rité axiale antéro-postérieure, puisque la distribution des

protéines PAR aprés inactivation est identique a celle
observée dans la souche sauvage [31]. Il n’en va pas de
méme des forces tirant sur les poles du fuseau. &n effet,
des expériences de coupure du fuseau au moyen du fais-
ceau laser localisé apres inactivation par interférence
par ’ARN ont révélé que les forces tirant sur les deux
poles sont identiques et extrémement amoindries par
rapport a la souche sauvage. goa-1/gpa-16, de méme
que gpr-1/gpr-2, sont donc nécessaires pour engendrer
les forces tirant sur les poles du fuseau. Il reste a établir
le role précis de ces molécules dans ce processus. Des
sous-unités GO. de mammifére peuvent influencer la
dynamique des microtubules in vitro [34], suggérant
qu’un mécanisme analogue pourrait jouer un réle in vivo

pour la production de forces le long des microtubules (=) mss
astraux dans le zygote de C. elegans. 1”6;’5" 5
p-

LYG-8: régulateur de la formation
des microtubules durant Panaphase

Lors du criblage par vidéo-microscopie de mutants affectés dans le
processus de division cellulaire, nous avons identifié des mutations
dans le géne zyg-8 (zygotic defective) [35]. Le positionnement du
fuseau dans les embryons mutants zyg-8 est altéré de fagon spectacu-
laire. En effet, bien que le fuseau se forme en général normalement, il
est déplacé de maniére excessive vers le pole postérieur de la cellule
durant 'anaphase, conduisant a une premiere division aberrante
(Figure 4C). Alors que la distribution des protéines PAR n’est pas affec-
tée dans les mutants zyg-38, les microtubules sont plus courts que dans
la souche sauvage. zyg-8 serait donc requis pour la croissance ou la
stabilité des microtubules durant "anaphase. Un phénotype similaire
est obtenu en traitant des embryons sauvages durant I’anaphase avec
le nocodazole, une molécule qui déstabilise les microtubules. Cette
observation étaye I"hypothese selon laquelle le déplacement exagéré
du fuseau vers le pdle postérieur de I’embryon mutant zyg-8 serait bien
dl a un défaut au niveau des microtubules.

La protéine codée par zyg-8 comprend, d’une part, un domaine kinase et,
d’autre part, un domaine apparenté a la Doublecortine. La protéine

Figure 4. Mutations affectant la division du zygote de C. elegans. A. Embryon sauvage. B. Mutant par-3. C. Mutant zyg-8. Alors que le zygote se divise

de fagon asymétrique dans la souche sauvage, engendrant un blastomére antérieur légérement plus grand que le blastomére postérieur (A), le

zygote se divise de maniére symétrique dans le mutant par-3, engendrant deux blastomeéres de taille identique (B). Dans le mutant zyg-8, le fuseau

mitotique est éxagérément déplacé vers le pdle postérieur, engendrant une premiére division aberrante (C).
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Doublecortine humaine est codée par un géne qui est
muté chez des patients présentant une lissencéphalie
(absence de circonvolutions cérébrales) liée au chromo-
some X ou atteints du syndrome du double cortex [36,
37]. Ces maladies résultent de défauts de migration neu-
ronale au cours du développement du systeme nerveux
central, migration qui requiert une modulation appro-
priée du cytosquelette de microtubules. La protéine ZYG-
8, al’instar de la protéine Doublecortine elle-méme, peut
interagir avec les microtubules in vitro et in vivo, et peut
également les protéger contre les effets dépolymérisants
du nocodazole ou du froid. Ainsi, la fonction du domaine
protéique qui contrdle la dynamique des microtubules est
conservée au cours de ’évolution des organismes multi-
cellulaires. C'est une preuve supplémentaire que des

() mss découvertes fondamentales effectuées dans des orga-
1999, n°11, nismes comme C. elegans ont des implications impor-
p- 1293 tantes pour la compréhension de phénomeénes analogues

dans d’autres organismes, y compris I’étre humain (=).
Conclusions

Cet article illustre comment [utilisation du zygote de C. elegans,
comme systéme expérimental modéle, permet I'acquisition d’une
meilleure connaissance des mécanismes orchestrant le
contrdle spatial de la division cellulaire. Cette illustra-
tion aurait également pu étre effectuée en traitant
d’autres processus fondamentaux pour la division cellu-
laire, tels que la duplication du centrosome ou la cyto-
cinése (Encadré 1 et Figure 5). Il est d’ores et déja éta-
bli que certains des mécanismes et des molécules gou-
vernant les processus de division cellulaire chez ce
nématode ont été conservés au cours de I’évolution. Par
conséquent, a terme, I"étude de cet organisme simple
devrait permettre le développement de nouveaux outils
diagnostiques et thérapeutiques. ¢

SUMMARY

Mechanisms of cell division :

stage C. elegans embryos are summarized. First, localized
laser micro-irradiations were utilized to identify the forces
acting on spindle poles during anaphase. This work revea-
led that there is a precise imbalance of pulling forces
acting on the two spindle poles, with the forces acting on
the posterior spindle pole being in slight excess, thus
explaining the asymmetric spindle position achieved by the
end of anaphase. Second, an RNAi-based fonctional geno-
mic screen was carried out to identify novel components
required for generating these pulling forces. This uncovered
that gpr-1/gpr-2, which encode Goloco-containing pro-
teins, as well as the previously identified Ga subunits goa-
1/gpa-16, are required for generation of pulling forces on
the spindle poles. Third, the zyg-8 locus was identified by
mutational analysis to play a distinct role during anaphase
spindle positioning. zyg-8 was found to encode a protein
related to human Doublecortin, which is affected in
patients with neuronal migration disorders. Moreover, ZYG-
8 is a microtubule-associated protein that stabilizes
microtubules against depolymerization. Together, these
experimental approaches contribute to a better unders-
tanding of the mechanisms orchestrating spatial cell divi-
sion control in metazoan organisms. ¢

lessons from a nematode

The mechanisms orchestrating spatial cell division control
remain poorly understood. In animal cells, the position of
the mitotic spindle dictates cleavage furrow placement,
and thus plays a key role in governing spatial relationships
between resulting daughter cells. The one-cell stage
Caenorhabditis elegans embryo is an attractive model sys-
tem to investigate the mechanisms underlying spindle
positioning in metazoans. In this review, the experimental
advantages of this model system for an in vivo dissection
of cell division processes are first discussed. Next, three
lines of experiments that were conducted to dissect the
mechanisms governing spindle positioning in one-cell

M/S n°6-7, vol. 19, juin-juillet 2003

Figure 5. Mutants affectant la duplication du centrosome et la cytocinése. A, B.

Immunofluorescence d’embryons en mitose de la souche sauvage (A) ou du
mutant sas-1 (spindle assembly) en utilisant des anticorps contre la tubulinect
(vert) et contre ZYG-9 (marqué en rouge, mais apparaissant en jaune en raison
de la superposition avec le vert), un constituant du centrosome. Noter que deux
centrosomes sont présents a ce stade dans I’embryon sauvage, mais un seul
chez le mutant (images fournies par Marie Delattre). C, D. Images de microsco-
pie a contraste de phase d’un embryon sauvage (C) ou d’un mutant cyk-1 (D)
peu de temps apres la cytocinese du zygote. Noter que les deux noyaux filles
(deux fleches vers la droite) se retrouvent dans le méme cytoplasme chez le
mutant apres la régression du sillon de clivage. De plus, un troisiéme noyau est
visible (fleche vers la gauche), provenant de la régression du sillon de clivage du

second globule polaire (voir [21] pour plus de détails).
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DUPLICATION DU CENTROSOME €T CYTOCINESE :
LE NEMATODE A LA RESCOUSSE

Lembryon précoce de C. elegans est un systéme expérimental de choix
pour disséquer d’autres processus fondamentaux de la division cellu-
laire, comme la duplication du centrosome ou la cytocinese qui peu-
vent constituer d’excellentes cibles potentielles pour de nouveaux
agents anti-prolifératifs.

Une cellule animale en interphase posséde un seul centrosome, qui
doit se dupliquer avant la mitose afin de permettre la formation du
fuseau mitotique bipolaire. Bien que la duplication du centrosome ait
été décrite des la fin du xix siecle, les mécanismes gouvernant ce pro-
cessus demeurent mal compris encore de nos jours. C. elegans peut
permettre d’aborder de telles questions. Une étude récente a montré
que le géne zyg-1 est essentiel pour la duplication du centrosome dans
I’embryon précoce du nématode [38]. Chez les mutants zyg-1, la
duplication n’a pas lieu et un fuseau monopolaire, incapable de dis-
tribuer les chromatides soeurs, se met en place. zyg-1 code pour une
kinase qui n’a pas d’orthologue immédiatement identifiable chez
d’autres organismes. La caractérisation de « cousins » de zyg-1 chez
les vertébrés par des analyses plus élaborées n’est cependant pas
exclue. Par ailleurs, d’autres genes requis pour la duplication du cen-
trosome chez C. elegans ont été identifiés par mutagenése et lors de

en informations fonctionnelles est aujourd’hui I'un des défis
majeurs de la biologie. Un tel projet de génomique fonctionnelle
a été réalisé chez la levure S. cerevisiae ou une collection de
délétions de chacun des genes du génome, environ 6000 génes,
est désormais disponible.

Une approche de génomique fonctionnelle a également été mise
en route chez C. elegans en mettant a profit la technique de I'in-
terférence par ’ARN. Dans cette approche, I'expression d’un
gene endogene est supprimée par introduction, dans les cellules
de I'organisme, de molécules d’ARN double-brin correspondant
a la séquence du géne a inactiver [41]. La technique de Pinter-
férence par I’ARN a été appliquée a grande échelle par plusieurs
groupes pour identifier les fonctions de génes spécifiques [23-
26]. €n particulier, trois groupes ont utilisé la vidéo-microscopie
pour suivre le développement précoce de ’embryon et identifier
ainsi les molécules nécessaires a I'exécution des processus de
division cellulaire discutés dans le texte [24, 25, 42].
Récemment, il est devenu clair que I'interférence par ARN fonc-
tionne dans la plupart des autres organismes multicellulaires, y
compris dans des cellules de mammiféres en culture [43]. Par
conséquent, il y a fort a parier que des approches de génomique
fonctionnelle similaires a celles mises en route chez C. elegans
verront bientdt le jour afin de disséquer nombre de processus
biologiques directement chez les mammiferes.
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1. Sausville EA. Complexities in Harbor Laboratory Press,
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