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NOUVELLE

La séparase, protéine-clé

de la mitose

Une nouvelle cible thérapeutique
anti-cancéreuse ?

Elyes Aouadil, Marie Fornier!, Axel Gosseyel,
Camila Castillo-Ferrer?®, Véronique Frachet?®

> Le cycle cellulaire joue un rédle essen-
tiel dans le développement embryon-
naire ou le renouvellement tissulaire. Sa
dérégulation est impliquée dans certains
processus pathologiques, dont le can-
cer. La cellule dispose donc de différents
systemes de régulation, comme les com-
plexes cyclines-CDK (kinase dépendante
des cyclines), qui contrdlent I’exécution
des différentes phases du cycle. Plu-
sieurs « points de controle » permettent
aussi @ la cellule de vérifier que chaque
phase se déroule normalement et de
stopper le cycle en cas d’erreur. Ainsi,
le SAC (spindle assembly checkpoint)
est un mécanisme de surveillance qui
bloque I’anaphase tant que tous les
chromosomes ne sont pas correcte-
ment attachés et alignés sur le fuseau
mitotique. Il évite les erreurs de ségré-
gation en laissant le temps aux chro-
mosomes d’établir des attachements
corrects avec les microtubules [1]. Si
un seul chromosome n’est pas correcte-
ment attaché au moment de "anaphase,
les kinétochores! activent le SAC, qui
bloque la progression du cycle cellulaire.
€n cas d’activation prolongée du SAC,
les cellules se «suicident » en entrant
en apoptose, soit directement depuis
le stade mitose (mort mitotique), soit
en interphase apres sortie de la mitose
(mitotic slippage).

Lors de la métaphase, la cycline B/CDK1
est activée et va phosphoryler le com-

! Assemblage protéique au niveau du centromeére
permettant I"ancrage des microtubules du fuseau mitotique.
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plexe APC (anaphase-promoting com-
plex). APC est un complexe multipro-
téique a activité ubiquitine ligase, dont
la spécificité de substrat est contrdlée
par CDC20 (cell division cycle 20) et
CDH1 (cadherin-1). La liaison de tous les
chromosomes aux microtubules induit
I’activation du complexe APC/CDC20
qui va ubiquitinyler la sécurine, puis la
cycline B, conduisant a leur dégradation
par le protéasome. La sécurine est une
protéine présente dans le cytoplasme,
qui forme un complexe avec la sépa-
rase (une cystéine endopeptidase). La
formation de ce complexe bloque le site
actif de la séparase [2]. Le passage de
la métaphase a I’anaphase est déclen-
ché par la dégradation de la sécurine
qui permet ainsi I’activation de la sépa-
rase qui clive alors la cohésine, respon-
sable de la cohésion des chromatides
(Figure 1A). La dégradation de la cycline
B va, quant a elle, entrainer la formation
du complexe APC/CDH1 et ainsi mettre
un terme a la mitose [3].

Récemment, I’équipe de S. Hellmuth
et 0. Stemmann a publié deux articles
révélant un nouveau mécanisme de
régulation de la séparase, ainsi qu’'un
role inattendu de cette protéine dans
la protection contre le cancer. Ils ont en
effet démontré I’existence d’un systeme
de contrdle de I'activité de la sépa-
rase indépendant de la sécurine [4].
Par ailleurs, un domaine protéolytique
C-terminal caspase-like a été identifié
sur la séparase, bien qu’il n’ait jamais
été fonctionnellement lié a I'apoptose.
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Ces auteurs se sont donc interrogés
sur un éventuel lien entre séparase et
apoptose, qui est elle-méme régulée par
une balance entre les membres pro- et
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2
(B-cell lymphoma 2) [5]. Ces facteurs
pro-apoptotiques sont responsables de
la perméabilisation de la membrane
externe mitochondriale (MOMP) qui pro-
voque la libération du cytochrome C
dans le cytosol, et ainsi permet I"activa-
tion des caspases [6].

Existence d’un mécanisme de contrdle
de la séparase indépendant de la
sécurine

La séparase se lie a plusieurs protéines
durant le cycle cellulaire, comme MAD?2
(mitotic arrest deficient 2) et les pro-
téines de la famille des shugoshines
(SGO1 et SGO2). MAD2 est une protéine
du point de contréle du fuseau mito-
tique. Elle inhibe APC en empéchant son
interaction avec CDC20 tant que tous
les kinétochores ne sont pas reliés aux
microtubules, bloquant ainsi la tran-
sition en anaphase. SGO1 et SGO2 sont
impliquées dans la protection des cohé-
sines lors de la méiose [7]. SGO2 est
retrouvée au niveau des kinétochores et
interagit avec MAD?2.

Grace a des expériences d’immunopré-
cipitation effectuées avec des lysats de
cellules bloquées en mitose, les auteurs
ont pu montrer que le mutant SG02/
R153D (arginine 153 remplacée par un
aspartate), qui ne peut plus lier MAD2,
est incapable d’interagir avec la sépa-
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Figure 1. Role de la séparase lors de la mitose et de la mort mitotique. A. 'activité de la séparase est contrdlée par son association a différents

partenaires (sécurine, CDK1-cycline B ou MAD2-5G02), qui sont ubiquitinylés par APC, puis dégradés pendant la métaphase. La séparase est alors

activée et clive la cohésine, déclenchant la transition métaphase-anaphase. B. Lors d’une accélération accidentelle de la mitose, la phospho-

rylation de MCL-1 et de Bcl-XL par NEK2 a lieu, alors que la séparase est déja active, ce qui entraine leur clivage par la séparase sous forme de

fragments apoptogéniques. Il y alors déclenchement de la MOPM qui conduit @ "apoptose. APC : anaphase-promoting complex ; CDK1 : cyclin-

dependent kinase 1 ; SAC : spindle assemby checkpoint ; MOMP : mitochondrial outer membrane permeabilization.

rase. Par contre, la forme SGO2/N58I
(asparagine 58 remplacée par une iso-
leucine), qui ne peut interagir avec la
protéine phosphatase 2A (PP2A), se
lie toujours a MAD2 et a la séparase.
Il existe donc un complexe séparase/
MAD2/SG02, indépendant de la sécu-
rine. Ce complexe contrdle Iactivité
de la séparase, car on observe que le
taux de chromatides sceurs séparées
prématurément est tres élevé lorsque
SGO2 est inhibée ou lorsqu’on empéche
I’interaction entre MAD2 et SGO2. La
protéine MAD?2 est alors nécessaire a
Iinteraction entre SGO?2 et la séparase,
et cette interaction joue le méme rdle
que la sécurine. Dans les cellules, on
trouve donc trois complexes différents
mutuellement exclusifs : le complexe
cycline B-CDK1/séparase, le complexe
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SG02-MAD2/séparase et le complexe
sécurine/séparase, qui permettent de
séquestrer la séparase tout au long du
cycle, sauf au moment de I’anaphase
(Figure 1A).

Cette étude présente un nouveau
modele de régulation de I’activité de
la séparase, SAC-dépendant, mais
sécurine-indépendant, qui passe par la
formation d’un complexe SGO2-MAD2/
séparase. Ce dernier se dissocie sous
I’action de TRIP13 (une ATPase, aussi
appelée pachytene checkpoint protein
2 homolog) et p31¢°™et (qussi appelée
MAD2L1-binding protein), en provo-
quant un changement conformationnel
de MAD2 permettant la libération et
I’activation de la séparase, qui va alors
cliver la cohésine. Il reste a détermi-
ner pourquoi les cellules ont développé

des mécanismes qui pourraient paraftre
redondants, si ce n’est que la voie SGO2-
MAD? est indépendante du protéasome
et pourrait étre une voie alternative en
cas de dysfonctionnement de la sécurine
ou du protéasome.

Un nouveau mécanisme de protection
contre le cancer

Les auteurs ont ensuite examiné les
conséquences d’une co-déplétion de
SGO?2 et de la sécurine. Dans ce cas, les
cellules entrent en phase M avec une
séparase déja active. Cela provoque
une séparation précoce des chroma-
tides, un arrét prolongé en mitose et,
finalement, I"entrée des cellules en
mort mitotique. Or, leurs précédents
travaux avaient montré que MCLI
(myeloid cell leukemia 1) et Bcl-XL
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(des membres de la famille Bcl-2),
substrats des caspases, sont impli-
qués dans la mort mitotique. Dans leur
deuxiéme article, les auteurs montrent
que MCL-1 et Bcl-XL peuvent égale-
ment étre clivés par la séparase, via
son domaine caspase-like, au niveau
d’un site distinct de celui reconnu par
la caspase 3. Cette coupure affecte les
interactions de ces deux protéines avec
les autres membres de la famille Bel-2.
MCL1 est habituellement capable de se
lier a I’agent pro-apoptotique Bak et
de I’inhiber. Or, dans sa forme tronquée
par la séparase, MCL-1 se lie préféren-
tiellement a Bim et entrafne la libéra-
tion de Bak. Cela conduit a la forma-
tion de pores Bax/Bak initiant la MOMP
(Figure 1B). De méme, la forme Bel-XL,
clivée par la séparase, se lie a Bad
plutot qu’a Bak. De fagon inattendue,
les travaux présentés dans cet article
montrent que le clivage de MCL-1
et Bcl-XL par la séparase rend ces
deux protéines apoptogéniques, alors
qu’elles ont normalement une fonction
anti-apoptotique. Heureusement, la
mort cellulaire n’est pas déclenchée
des I'activation de la séparase. NEK2A
(NIMA-related kinase 2), une sérine-
thréonine protéine kinase présente
seulement durant les phases précoces
de la mitose, phosphoryle MCL-1 et
Bcl-XL. Seule la phosphorylation de ces
substrats permet leur interaction avec
la séparase. Linhibition précoce arti-
ficielle du SAC (par déplétion de MAD?2)
entrafne une accélération de la mitose

et un chevauchement spatio-temporel
des activités enzymatiques de NEK2A et
de la séparase. La phosphorylation de
MCLI et Bcl-XL entraine leur clivage par
la séparase, ce qui cause la mort cel-
lulaire par apoptose au cours des pre-
miers stades de la phase M (Figure 1B).
L’ensemble de ces résultats démontre
donc I'existence d’un nouveau méca-
nisme de surveillance de la mitose.
NEK2A et la séparase vérifient conjoin-
tement Pintégrité du SAC et éliminent
les cellules dont le SAC est défectueux,
afin d’éviter la multiplication de cel-
lules présentant une ségrégation des
chromosomes incorrecte. Les travaux
de Hellmuth et Stemmann révelent
un nouveau mécanisme qui pourrait
étre impliqué dans le cancer. La sépa-
rase jouerait un role central protec-
teur contre les cellules cancéreuses en
transformant des protéines habituelle-
ment protectrices (MCL1 et Bcl-XL) en
agents pro-apoptotiques.

Une nouvelle piste thérapeutique pour
le traitement des cancers ?

Ces résultats novateurs laissent penser
que les cellules tumorales déficientes
pour le SAC ont trouvé un moyen de
contourner le clivage de MCLL. Effective-
ment, dans certaines cellules tumorales
SAC-déficientes, MCL1 est résistante au
clivage par la séparase, méme en pré-
sence de NEK2A. Méme si des formes
mutantes de MCL1 dans les cancers sont
rares, la mutation majoritaire (délé-
tion de I"acide glutamique 171), conduit

a I’expression d’une forme résistante
au clivage par la séparase. De plus,
la surexpression de la protéine MCL1
pourrait étre un mécanisme utilisé par
les tumeurs solides pour échapper a
certaines chimiothérapies anticancé-
reuses [8]. De nouvelles stratégies thé-
rapeutiques permettant de favoriser la
conversion de MCL1 et Bel-XL (qui sont
souvent surexprimées dans les cellules
cancéreuses) en facteurs pro-apopto-
tiques pourraient donc étre envisagées. ¢
Separase, a key-player of mitosis:

A new target for cancer therapy?
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