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Vers I'unification des mécanismes
responsables de I'orientation
et de la polarité des divisions cellulaires

cellulaires présents dans un

organisme constitue une ques-
tion fondamentale en biologie du
développement. Cette diversité peut
résulter de divisions cellulaires asy-
métriques, au cours desquelles sont
formées deux cellules filles ayant des
identités cellulaires différentes [1].
Cette différence d’identité cellulaire
est fondée sur la ségrégation asymé-
trique des déterminants d’identité
cellulaire lors de la division de la cel-
lule mére. Deux conditions sont
requises pour une division asymé-
trique: (1) les facteurs de détermina-
tion doivent se localiser a un poéle de
la cellule-mere et (2) le fuseau mito-
tique doit s’orienter de telle sorte
que ces facteurs soient hérités par
une seule des cellules filles. Ainsi,
I’étude des mécanismes intervenant
dans 1’élaboration des divisions asy-
métriques s’est centrée sur le pro-
bléme de l’origine de la distribution
polarisée des déterminants et de
l'orientation du fuseau mitotique.

I ‘origine de la diversité des types

Les modeles d’étude des divisions
asymétriques chez la drosophile

Chez la drosophile I’étude des méca-
nismes a la base des divisions asymé-
triques utilise deux modeles expéri-
mentaux (figure 1): (1) la division des
neuroblastes pendant la neurogenése
de 'embryon, et (2) la division des
précurseurs des soies sensorielles
externes au cours de la métamor-
phose de l'adulte. Chez I’embryon,
les neuroblastes se forment a partir
d’un épithélium, le neuroectoderme
msssssm ventral. La détermination des neuro-
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blastes est associée a leur délamina-
tion, c’est-a-dire a leur détachement
de I'épithélium vers une localisation
sous-épithéliale: la face apicale du
neuroblaste reste en contact avec le
neuroectoderme et sa face basale
s’accole au mésoderme. Les neuro-
blastes se divisent de facon asymé-
trique, formant un neuroblaste en
position apicale, et une cellule mere
ganglionnaire (GMC) en position
basale. Cette derniére donne elle-
méme naissance a deux neurones.

Ces études ont permis d’analyser les
différents niveaux d’asymétrie lors de
la division des neuroblastes. Il y a
tout d’abord inégalité dans la taille
des cellules filles (le neuroblaste est
plus grand que la GMC). Il existe
ensuite une distribution polarisée des
déterminants cellulaires, comme les
protéines Numb et Prospero (Pros).
En effet, Numb et Pros s’accumulent
au podle basal du neuroblaste en
cours de division et toutes deux sont
héritées par la GMC [2-4] (figure2).

Embryon
Détermination m
Délamination m

Basal
GMC
Neurobl% I

Apical

Division

Neurones _—
Epithélium _—

Adulte

OO0
C @O

Détermination
Division

Antérieur ¢———— Postérieur

00 [ 00
Soie sensorielle
P

Mhélium

Figure 1. Modéles expérimentaux utilisés dans I'étude des divisions cellu-
laires asymétriques chez la drosophile. A. Schéma de la formation et division
d’un neuroblaste dans le systéme nerveux central. B. Schéma de la forma-
tion et division d’une cellule précurseur des soies sensorielles. Noter que
l'orientation de la division des neuroblastes est contrélée par la polarité
apico-basale et celle des précurseurs des organes sensoriels suit la polarité
tissulaire antéro-postérieure. GMC: ganglion mother cell.

m/s n° 10, vol. 16, octobre 2000



—— Pon

Inscuteable

Miranda

Staufen

Protéine prospero

Y ARNM prospero
Protéine numb
Protéine pins

3- Répartition asymétrique
des déterminants cellulaires

Neurones
—

Cellule mere
ganglionnaire (GMC)

2- Formation du croissant basal,
orientation du fuseau mitotique

& DEEmRE e Croissant basal

Neuroblaste

O

27
4T

\
\\O

Bazooka

Neuroectoderme

Métaphase

Prophase Télophase

Figure 2. Modeéle des interactions entre les différents facteurs contrélant la
polarité et I'orientation des divisions asymétriques. Ce modéle est fondé sur
des données obtenues lors de la division des neuroblastes. Pendant la
mitose, les protéines Baz, Insc et Pins forment un complexe localisé au péle
apical. Ce complexe contréle, d’une part, I'orientation du fuseau mitotique
selon I'axe apico-basal et, d’autre part, la localisation des déterminants cel-
lulaires au péle basal. Ces déterminants sont associés au pdle basal par des
protéines adaptatrices spécifiques: Numb par Pon, Prospero par Miranda et
I’ARNm de prospero par Staufen. Aprés la division, ces facteurs seront héri-
tés par la seule cellule fille localisée au niveau basal (GMC). Le mécanisme
responsable du contréle, par le complexe apical, de I'orientation du fuseau et
de la localisation des déterminants cellulaires est inconnu. Toutefois, une
voie de signalisation déclenchée par des protéines G hétérotrimériques peut
étre impliquée. Les fleches rouges symbolisent les interactions dont le méca-
nisme est inconnu. Les protéines (en rouge) indiquent celles qui ont des
homologues chez les vertébrés ou chez C. elegans. Baz: Bazooka, Pins: Part-
ner of Inscuteable; Insc: Inscuteable,; Prot-G: Protéine G héterotrimérique;

Mir: Miranda,; Pros: Prospero; Pon: Partner of Numb,; Stau: Staufen.

Numb est une protéine associée au
cortex de la membrane plasmique.
Elle inhibe la voie de signalisation
Notch [5, 6]. Cette voie joue un role
essentiel dans diverses décisions cel-
lulaires, notamment lors de la neuro-
genese. L’action de Numb sur le des-
tin des cellules filles a été clairement
démontrée dans le lignage des soies
sensorielles. En revanche, le role de
Numb sur I'identité de la GMC n’est
pas encore bien établi. Prospero est
un facteur de transcription a homéo-
boite qui, aprées sa translocation dans
le noyau, controle I'activité de geénes
spécifiques [7].

Une autre caractéristique de la divi-
sion des neuroblastes, en dehors de
son asymétrie, est son orientation.
Initialement le fuseau mitotique est
orienté dans le plan de I’épithélium,
mais il subit une rotation rapide pen-
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dant la métaphase pour se stabiliser
dans une position perpendiculaire au
plan de I’épithélium [8] (figure 2). En
conséquence, la GMC occupe tou-
jours une position basale. Enfin, la
division est polarisée, les facteurs de
détermination se localisent toujours
au pole basal de la cellule.

Le lignage cellulaire conduisant a la
formation des soies sensorielles chez
I’adulte constitue I'autre modele de
choix pour I'étude des divisions asy-
métriques. Cinq cellules différentes
sont issues des divisions successives
d’une cellule précurseur [9]. Quatre
forment une soie mécanosensorielle
tandis que la cinquiéme cellule (une
cellule gliale) migre le long de
l’axone. Dans ce lignage, toutes les
divisions cellulaires sont asymé-
triques. Ainsi, des facteurs de déter-
mination comme Numb ou Pros se

localisent a un pdle de la cellule en
division. Comme dans le mode¢le pré-
cédent, les divisions sont ici aussi
orientées et polarisées. Par exemple,
lors de la premiére division du pré-
curseur, I’axe de division est parallele
au plan de I’épithélium et aligné
selon I’axe antéro-postérieur. La
polarité de la division est révélée par
I'accumulation de Numb toujours au
pole antérieur. Numb est donc héri-
tée par la cellule-fille antérieure dans
laquelle elle inhibe la voie de signali-
sation Notch. Par ailleurs, 1’orienta-
tion antéro-postérieure de la pre-
miere division est controlée par la
polarité planaire (dite aussi tissu-
laire) de I’épithélium. La polarité
planaire est mise en évidence par
Iorientation fixe de diverses struc-
tures comme les soies et les poils épi-
théliaux dans le thorax (ils pointent
vers I’extrémité postérieure de la
mouche). Cette polarité est contro-
lée par la voie de signalisation Frizz-
led (Fz). Dans les mutants Fz, 1’orien-
tation de la premiere division du
précurseur des soies sensorielles est
aléatoire [10].

Ces observations ajoutent un degré
de complexité au probléme du
contrdle des divisions asymétriques.
Les questions posées concernent
aussi bien les mécanismes intrin-
séques qu’extrinseques qui contro-
lent des divisions asymétriques: dans
la cellule, comment se met en place
la distribution inégale des détermi-
nants cellulaires? Quel mécanisme
oriente le fuseau mitotique? Com-
ment la polarité cellulaire et I’orien-
tation du fuseau sont-elles coordon-
nées? Comment la polarité
apico-basale et la polarité planaire
controlent-elles I’orientation des divi-
sions? Polarité planaire et apico-
basale utilisent-elles un mécanisme
commun ou des mécanismes spéci-
fiques pour déterminer I’orientation
et la polarité des divisions sous leur
controle?

Inscuteable, un facteur-clé
coordonnant la polarité cellulaire
et 'orientation de la division

L’identification de la protéine Inscu-
teable (Insc) marque un progres
majeur dans I’analyse de I’origine de
la polarité et de I'orientation de la
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division [11]. Insc coordonne
I'orientation du fuseau mitotique et
la localisation des facteurs de déter-
mination (dont Numb et Prospero)
a un pole de la cellule. Insc est une
protéine nouvelle, sans homologie
avec d’autres protéines déja réperto-
riées. Initialement, Insc est détectée
dans le pied apical, qui est un pro-
longement cytoplasmique transitoire
laissé par le neuroblaste au cours de
sa délamination de 1’épithélium
(figure2). Au cours de la division du
neuroblaste, de la prophase jusqu’a
Ianaphase de la mitose, Inscuteable
s’accumule sous forme d’un crois-
sant apical. Cette localisation d’Insc
est nécessaire pour ’orientation cor-
recte du fuseau mitotique et la loca-
lisation basale de Pros et Numb. En
effet, dans les mutants qui ont perdu
la fonction Insc, la division s’oriente
de facon aléatoire. Par ailleurs, dans
les mutants Insc (et si Insc est redis-
tribuée dans le cytoplasme, voir plus
loin), Numb et Pros ne s’accumulent
généralement pas sous forme de
croissant basal. De plus, si un crois-
sant est formé, il n’est pas associé a
un des podles du fuseau mitotique:
on observe un découplage entre la
position du fuseau mitotique et celle
du croissant Numb/Pros. Cela
montre le role essentiel d’Insc dans
la coordination de ces deux phéno-
meénes. Par ailleurs, Insc a elle seule
est suffisante pour aligner le fuseau
mitotique le long de l’axe apico-
basal des cellules. Ainsi, I’expression
ectopique de Insc dans des cellules
épithéliales, qui normalement
n’expriment pas ce géne, entraine
une réorientation de leur fuseau
mitotique le long de l’axe apico-
basal. En conséquence, ces cellules,
qui se divisent normalement dans le
plan de I’épithélium, se divisent per-
pendiculairement a 1’épithélium
[12]. Ces expériences montrent que
Insc reconnait une marque apicale
de la cellule, oriente le fuseau mito-
tique selon I’axe apico-basal et loca-
lise les déterminants cellulaires au
pole basal de la cellule. La succes-
sion harmonieuse dans le temps et
I’espace de ces étapes entraine la for-
mation de la GMC au poéle basal des
neuroblastes et la ségrégation de
Numb et Pros uniquement dans ces
cellules. Le mystére demeure quant

au mécanisme par lequel Insc
controdle la position du fuseau mito-
tique et la localisation basale du
croissant Numb et Pros (figure 2). De
méme, nous ignorons tout d’autres
mécanismes, paralléles ou redon-
dants, qui semblent participer a la
mise en place de cette distribution.
En effet, dans les mutants Insc, on
observe la délocalisation de Numb
lors de la métaphase. Néanmoins,
ces déterminants ne s’accumulent
dans la GMC que lors de I’anaphase
[13]. Cela suggere l'existence d’un
mécanisme, indépendant d’'Insc, qui
controlerait la localisation de déter-
minants cellulaires et agirait aux
phases tardives de la mitose.

Une cascade moléculaire controle
la distribution polarisée
des déterminants cellulaires

Si rien n’est connu sur la facon
dont Insc dirige la localisation
basale des déterminants cellulaires,
on en sait un peu plus sur les méca-
nismes qui régulent ’accumulation
de Numb, Pros ainsi que de ’ARNm
de pros au podle basal lors de la divi-
sion des neuroblastes et leur ségré-
gation dans la cellule GMC. Numb,
Pros et TARNm de pros sont fixés au
cortex basal par des protéines adap-
tatrices identifiées au cours de ces
derniéres années: Numb se fixe par
Partner of Numb (Pon), Pros par
Miranda et PARNm de pros par
Staufen [14-17]. Chacune agit de
facon indépendante: la perte de
fonction d’une protéine adaptatrice
affecte exclusivement la localisation
de son partenaire. En conséquence,
Inscuteable controle la localisation
de Numb, Pros ou bien de ’'ARNm
de pros par 'intermédaire de leurs
protéines adaptatrices. Des interac-
tions protéine-protéine ont été
mises en évidence entre Insc et
Miranda, Insc et Staufen ainsi
qu’entre Miranda et Staufen (ces
interactions peuvent expliquer une
localisation transitoire de Miranda
et Staufen au pole apical lors des
phases initiales de la prophase).
Cependant, comment a leur tour
Miranda, Staufen et Pon sont-elles
dirigées et stabilisées au pdle basal
du neuroblaste reste a découvrir.

La localisation apicale de Insc
est sous le controle de la polarité
apico-basale

Un autre aspect qui a été développé
lors de ces derniéres années est I’ana-
lyse des mécanismes qui controlent la
localisation apicale de Insc. Ces études
ont clairement démontré le role de la
polarité apico-basale de I’épithélium
dans le controle de la localisation api-
cale de Insc dans les neuroblastes [13,
18, 19]. Bazooka (Baz) est une des
protéines qui participe a la formation
des jonctions adhérentes. Elle est
essentielle pour l'intégrité et/ou la
polarité apico-basale de 1’épithélium.
Baz possede trois régions PDZ (un
domaine commun a plusieurs pro-
téines associées a la membrane) et se
localise au pole apical des cellules épi-
théliales (figure2). Lors de la délamina-
tion des neuroblastes, Baz est colocali-
sée avec Insc dans le pied apical, et,
lors de la mitose, de la prophase
jusqu’a I'anaphase, Baz reste avec Insc
au pole apical de la mitose. Les pro-
téines Baz et Insc interagissent physi-
quement. Cela suggére que Baz
controle directement la localisation
apicale de Insc. En accord avec cette
idée, la perte de fonction de bazooka
provoque la délocalisation corticale
d’Insc qui devient cytoplasmique. Ceci
a pour conséquence d’une part, une
orientation aléatoire du fuseau mito-
tique et d’autre part, une absence de
formation du croissant Numb/Pros.
Ces données montrent que les neuro-
blastes, qui ont perdu leur caractere
épithélial apres la délamination,
retiennent la polarité apico-basale
grace a Baz. Cette derniere constitue
donc une sorte de marque de recon-
naissance du cortex apical des neuro-
blastes qui serait reconnue par Insc
pour sa localisation au pole apical.

Pins, un nouveau partenaire
de Inscuteable

Récemment, un autre partenaire de
Inscuteable, nommé Partner of Inscu-
teable, Pins a été identifié [20, 21]. 11
pourrait agir en aval de Insc. La pro-
téine Pins est détectée dans les cellules
épithéliales et dans le neuroblaste. La
localisation de Pins semble uniforme
dans le cortex des cellules épithéliales.
En revanche, Pins est co-localisé avec
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Bazooka et Inscuteable dans les neuro-
blastes au pied apical lors de la délami-
nation des neuroblastes et au pole api-
cal lors de leur division. Ces études ont
montré que Baz et Insc sont requises
pour la localisation correcte de Pins au
pole apical des neuroblastes. Ainsi,
dans les neuroblastes, la perte de fonc-
tion de Insc ou Baz entraine une délo-
calisation de Pins qui se distribue de
facon uniforme au niveau du cortex de
la cellule. Mais, a son tour, Pins parti-
cipe au maintien du croissant
Baz/Insc. En effet, dans un mutant
Pins, la localisation initiale de Baz/Insc
au pied apical est préservée, mais le
croissant Baz/Insc n’est pas formé lors
de la division. Par conséquent, chez les
mutants Pins, le fuseau mitotique est
mal orienté et le croissant Numb/Pros,
s’il est formé, est mal localisé. Pins et
Insc interagissent directement, ce qui
suggere que Baz, Insc et Pins forment
un complexe multiprotéique au pdle
apical des neuroblastes. Ainsi, peut-
étre Baz serait-elle reconnue par Inscu-
teable et dirigeraitelle son accumula-
tion au pole apical des neuroblastes. A
son tour, Inscuteable entrainerait Pins
et le trio serait requis pour maintenir
ce complexe protéique au niveau du
pole apical. La maniéere dont ce com-
plexe apical contrdle la polarité de la
division asymétrique est inconnue,
mais d’autres facteurs interviennent
sirement.

Il est important de signaler qu'on a
trouvé un homologue de Bazooka chez
le nématode C. elegans: la protéine Par-
3. Par-3 est localisée au pdle antérieur
du zygote lors de la premiére division.
La présence de Par-3 dans la cellule-
fille antérieure permet sa division dans
une direction orthogonale par rapport
au plan de la division initiale. Le
controle de I'orientation de la division
par Par-3 requiert d’autres partenaires
tel que Par-6, une protéine corticale
possédant un domaine PDZ, et Pkc-3,
une protéine de la famille des pro-
téines kinase C. Le role possible des
facteurs homologues chez la droso-
phile reste a établir.

Un possible role des protéines G
dans I’établissement
de la polarité cellulaire

L’analyse de la séquence de Pins per-
met d’entrevoir une réponse au pro-
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bléme du mécanisme d’action du
complexe apical Baz/Insc/Pins. La
protéine Pins porte dans la partie N-
terminale sept répétitions TPR (un
motif d’interaction protéine-pro-
téine) qui sont essentielles pour
I'interaction avec Insc. D’autre part, a
la partie carboxy-terminale, Pins
porte trois motifs GoLoco. Ces motifs
sont présents dans des protéines qui
reconnaissent les sous-unités GOo et
Gai des protéines G hétérotri-
mériques. Il a été suggéré que les pro-
téines portant le motif GoLoco agre-
gent des sous-unités GOa-GDP et
facilitent leur activation par un méca-
nisme indépendant du récepteur.
L’hypotheése d’une possible action du
complexe apical Baz/Insc/Pins via
des protéines G hétérotrimériques a
été confortée par I'étude de I'équipe
de Juergen Knoblich. Durant leur
recherche de partenaires d’Inscu-
teable, ils ont identifié deux sous-uni-
tés GO qui interagissent directement
avec Inscuteable et Pins [21]. Ainsi,
les données convergent vers un
modele dans lequel le mécanisme
d’action du complexe apical implique
I’activation de protéines G. Cette idée
est extrémement intéressante. En
effet, elle fait converger vers un méca-
nisme commun une série des études
concernant la polarité des cellules et
I'orientation des divisions.

Un cas bien étudié, chez la levure,
concerne les changements de la mor-
phologie cellulaire en réponse a un
signal externe (par exemple, les phé-
romones d’un partenaire). Ces
réponses cellulaires impliquent la
réorganisation du réseau des microfi-
laments d’actine et une redistribution
polarisée des protéines associées a la
membrane. Les études ont montré
que ces réponses sont déclenchées
par D’activation des récepteurs cou-
plés aux protéines G hétérotri-
mériques [22]. L’activation des pro-
téines G hétérotrimériques, par
Iinteraction ligand-récepteur, pro-
voque la dissociation du complexe
multimérique. Lors de la réponse aux
phéromones, les sous-unités B et y
activent une voie de signalisation qui
aboutit a P'activation des petites pro-
téines G, cdc42 et rac. Ces deux fac-
teurs contrdlent directement la dyna-
mique du réseau de microfilaments
d’actine et donc la réponse morpho-

logique. Ainsi, chez la levure, le role
des protéines G hétérotrimériques
dans la localisation polarisée de
divers facteurs, notamment ceux res-
ponsables de la structuration du
cytosquelette d’actine a été claire-
ment établi.

Chez le nématode, les premiéres divi-
sions du zygote sont orientées et elles
sont associées a une distribution pré-
cise des protéines associées a la mem-
brane (par exemple, Par-3 évoquée
auparavant). Si on mute le géne
codant pour la sous-unité Gf, ce qui
entraine I'inactivation des protéines
G hétérotrimériques, I’orientation du
fuseau mitotique est perdue des les
premieres divisions du zygote [23].
Par conséquent, les embryons ont un
nombre normal de cellules mais les
cellules présentent une différencia-
tion anormale. Ces résultats indi-
quent que les protéines G sont
importantes pour controler I’orienta-
tion de I'axe de division au cours de
I’embryogenese chez le nématode.
Enfin, chez la drosophile, I'orienta-
tion de la premiere division du pré-
curseur des soies sensorielles
externes est controlée par la voie de
signalisation Frizzled [10], mais le
mécanisme n’en est pas connu.
Cependant, plusieurs études sugge-
rent que la voie de signalisation acti-
vée par le récepteur Frizzled
implique I'activation des protéines G.
D’une part, le récepteur Frizzled
appartient a la famille de récepteurs
serpentine qui possedent sept seg-
ments transmembranaires et sont
analogues aux récepteurs associés
aux protéines G hétérotrimériques
[24]. D’autre part, Dishevelled, un
facteur en aval du récepteur Frizzled,
a des domaines homologues a la pro-
téine Axin (une protéine ayant des
similarités avec des modulateurs de
I’activité des protéines G) [25].
Enfin, chez les vertébrés, I’activation
de la voie de signalisation Frizzled est
associée a I’activation des protéines G
hétérotrimériques [26-28]. Notam-
ment, ces études ont révélé le role
important de la sous-unité GO dans
I’activation des cibles en aval du
récepteur Frizzled. Compte tenu de
I’homologie structurelle de Frizzled
chez les vertébrés et la drosophile, on
peut penser que, chez la drosophile,

I’activation des protéines G joue un m—
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role dans celle de la voie Frizzled.
Dans ce contexte, il est important de
signaler que la petite protéine G,
RhoA, est un élément en aval de la
voie de signalisation Frizzled [29].
Ainsi, il est envisageable que I’activa-
tion de RhoA par la voie Frizzled soit
accomplie a travers les protéines G
hétérotrimériques comme il a été
démontré chez la levure pour cdc42,
une autre petite protéine G (voir plus
haut). Toutefois, il faut insister sur le
caractére hypothétique d’un méca-
nisme de controle de ’orientation de
la division des précurseurs par la voie
Frizzled via des protéines G. A cette
date, aucune donnée n’existe dans ce
domaine. De méme, on ignore si un
mécanisme commun est utilisé lors
du controle de la polarité et de
I'orientation des divisions par la pola-
rité planaire et par la polarité apico-
basale.

L’analyse fonctionnelle de la pro-
téine Pins va probablement confir-
mer ou réfuter I’hypothése d’une
implication des protéines G dans le
controle de l'orientation et dans la
polarité des divisions des neuro-
blastes. Des points importants n’ont
pas encore de réponses: le domaine
GoLoco est-l essentiel pour la fonc-
tion de Pins? Pins contréle t-elle
directement I'orientation et la pola-
rité de la division ou ne fait-elle que
stabiliser le complexe apical? Néan-
moins, 'activation des protéines G
est une hypothése trés séduisante.
Elle pourrait constituer un méca-
nisme coordonnant a la fois la distri-
buton inégale des déterminants cel-
lulaires et I’orientation de la division.
De méme, les protéines G pourraient
constituer un facteur commun de
controle de l'orientation des divi-
sions asymétriques par la polarité
apico-basale et la polarité planaire m
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