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Ran ou le parfum de la chromatine

La ségrégation correcte du matériel génélique aw moment
de la mitose dépend de la formation du fuseau mitotique,
assemblage de microtubules qui se réorientent autour des
chromosomes. Les mécanismes qui controlent U'assemblage
et la réorientation de cette structure dynamique sont tres
complexes et peu connus. Une GTPase nucléaire de la
Jamille de Ras, Ran, impliquée jusqu’a maintenant dans
le transport nucléo-cytoplasmique, s’avere un acteur
essentiel de ce processus. Pendant Uinterphase, la forme
active, Ran-GTP, est nucléaire, et la forme inactive,
Ran-GDP, cytoplasmique. Lors de la mitose, Ran-GTP

génétique d’une cellule a ses

deux cellules filles dépend de
I’assemblage d’une merveilleuse
structure de microtubules, le fuseau
mitotique. Les microtubules, poly-
meres cylindriques de molécules de
tubuline, sont essentiels pour la mor-
phologie cellulaire et pour le trans-
port intracellulaire d’organites.
En interphase, les microtubules sont
longs et stables et rayonnent dans
toutes les directions a partir d’un
unique centre organisateur de micro-
tubules appelé centrosome dans la
plupart des cellules animales (figure
1A, gauche). Lorsque la cellule

I a ségrégation fidéle du matériel

s’appréte a entrer en phase M ou
mitose (division cellulaire), apres la
duplication de ses centrosomes et la
réplication de son ADN, le réseau de
microtubules longs et stables se réor-
ganise et les microtubules deviennent
courts et dynamiques. Les centro-
somes se séparent, les chromosomes se
condensent et 'enveloppe nucléaire
est rompue (figure 1A, centre). Par la
suite, les microtubules se réorientent
de facon prédominante vers les chro-
mosomes. Enfin, les kinétochores,
structures protéiques spécialisées des
chromosomes, capturent des microtu-
bules des centrosomes. Le fuseau
mitotique est formé (figure 1A, droite).

induit la polymérisation des microtubules et leur
organisation en un fuseaw bipolaire, probablement sous
Ueffet inducteur de la chromatine elle-méme. Ran-GTP,
agirait durant la mitose comme au cours du transport
nucléocytoplasmique lors de Uinterphase, d’échange,
agirait en libérant des protéines nucléaires directement
responsables de l'assemblage des polymeres de tubuline. Ces
données, en suggérant Uimplication directe de la
chromatine dans Uassemblage des microtubules par
Uintermédiaire de Ran, confirment que la formation du
Juseau est un processus en perpétuelle activité.

La réorganisation du réseau de micro-
tubules autour des chromosomes
durant I'assemblage du fuseau est un
processus qui n’est pas tout a fait com-
pris. Des études utilisant des cellules
de plantes et certaines cellules méio-
tiques animales dépourvues de centro-
somes, ont révélé néanmoins que des
fuseaux peuvent s’assembler en
I’absence de ces organelles (figure 1B).
Comment ce réseau bipolaire de poly-
meéres pourrait-il s’assembler autour
de la chromatine en I’absence de
sources préalables de microtubules?
La chromatine pourrait-elle avoir un
role actif dans la mise en route de
I’assemblage des microtubules pen-
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Figure 1. Différents types de fuseaux bipolaires. A. Redistribution des microtubules lors de I'assemblage du fuseau
mitotique. B. Fuseau « méiotique» en I'absence de centrosomes. C. Fuseau induit par Ran-GTP dans des extraits

s« Mitotiques » en I'absence de centrosomes, de kinétochores et de chromosomes. Echelle: 5 um.
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dant ’organisation du fuseau en
I’absence de centrosomes? Pourrait-
elle avoir un réle dans I’assemblage
de microtubules pendant la formation
du fuseau en général ?

Ran, parfum de la chromatine...

Récemment, la compréhension de
I’assemblage du fuseau a été grande-
ment améliorée grace a des études
utilisant des extraits d’ceufs méio-
tiques de crapaud. On peut, a partir
de ces ceufs arrétés naturellement en
phase M, récupérer un extrait cyto-
plasmique «mitotique », riche en
protéines. Cet «extrait mitotique » se
comporte de maniere semblable au
cytoplasme des ceufs. En particulier,
il peut étre fertilisé artificiellement
par I'ajout de spermes débarrassés de
membranes (purifiés a partir des tes-
ticules du crapaud male) et entrainer
I’assemblage de fuseaux tout comme
le cytoplasme des ceufs mais en
dehors du contexte cellulaire [1].

Des études utilisant ce systeme ont
révélé un role essentiel dans I’assem-
blage du fuseau d’une protéine
Jjusqu’ici sans rapport avec ce proces-
sus. La protéine, nommée Ran
(GTPase nucléaire de la famille de
Ras), est une petite protéine se liant
au GTP, qui est impliquée dans le
transport de molécules de part et
d’autre de la membrane nucléaire.
Les petites GTPases sont des enzymes
qui existent dans un état lié au GTP

ou dans un état lié au GDP. Elles ont
une faible capacité intrinseque
d’hydrolyse du GTP et n’atteignent
leurs niveaux physiologiques
d’hydrolyse qu’en interagissant avec
des protéines activant leur activité
GTPasique (abréviation GAP en
anglais). Apres hydrolyse, le GDP
produit est libéré et elles s’associent
de nouveau au GTP en interagissant
avec des facteurs d’échange des gua-
nosines (abréviation GEF en anglais).
Les localisations spatiales des cofac-
teurs de Ran, la GAP (la protéine
RanGAP chez 'homme, qui agit en
conjonction avec des protéines de la
famille de RanBP1) et le GEF (RCC1
chez 'homme) a I'intérieur de la cel-
lule sont tres différentes [2, 3]: Ran-
GAP est principalement cytoplas-
mique tandis que RanGEF est une
protéine nucléaire et associée a la
chromatine en mitose. Dans la cel-
lule en interphase, la distribution asy-
métrique des activités RanGAP et
RanGEF détermine a leur tour une
localisation asymétrique des diffé-
rentes formes de Ran: dans le noyau,
Ran-GTP est la forme majoritaire
alors que Ran-GDP est la forme pré-
dominante dans le cytoplasme. Les
localisations distinctes de Ran-GTP et
Ran-GDP sont ainsi essentielles pour
imposer asymétrie et direction dans
le transport nucléocytoplasmique.

Le premier indice d’un rdle de Ran
dans ’assemblage du fuseau a été
fourni par une observation tout a fait

impressionnante : Ran-GTP, contrai-
rement a Ran-GDP, promeut I’assem-
blage de fuseaux dans des extraits
arrétés en phase M en l’absence de
centrosomes, de kinétochores... et
de chromatine ! [4-8].

Molécule plurivalente, Ran-GTP est
capable d’induire non seulement la
polymérisation de microtubules mais
aussi leur organisation en structures
fusiformes (figure 1C). Ce phéno-
mene rappelle 1’auto-organisation
d’un fuseau bipolaire autour de la
chromatine en 1’absence de centro-
somes observée dans les cellules végé-
tales, dans certaines cellules animales
en méiose et méme dans les extraits
d’ceufs [9]. Cette ressemblance n’est
pas due a une pure coincidence. Il a
été démontré que la capacité de la
chromatine a induire I’assemblage de
microtubules et la formation d’un
fuseau dans les extraits d’ceufs
dépend de la capacité de RCC1 (tres
concentré au niveau de la chroma-
tine) d’engendrer exclusivement
autour des chromosomes la forme
Ran-GTP, et d’enclencher ainsi
I’assemblage de microtubules en
contrecarrant l’activit¢ GAP domi-
nante de I’environnement. Ran étant
lui-méme libre de diffuser, la chro-
matine pourrait en principe créer
autour d’elle-méme une région de la
forme «active » de Ran (figure 2).
Ainsi, la chromatine pourrait envoyer
un signal indiquant sa position et
changer I'état de son environnement
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Figure 2. Le cycle GTPasique de Ran et son rdle lors de I'assemblage du fuseau méiotique. A. L'activité GAP
(RanBP1/RanGAP) est cytoplasmique tandis que l|'activité d’échange GEF (RCC1) est associée aux chromosomes. B.
La haute concentration en RCC1 des chromosomes permet d’engendrer la forme Ran-GTP (rouge) en concentration
suffisante pour contrecarrer I'activité prédominante GAP cytoplasmique et induire I'assemblage (fleches) de micro-
tubules dans le voisinage des chromosomes. C. Les microtubules engendrés autour de la chromatine s’auto-organi-
sent, par la suite, en un réseau bipolaire (fuseau) grace a des protéines organisatrices présentes dans le cytoplasme.

Le halo rose délimite le noyau.
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cytoplasmique afin de faciliter I’assem-
blage de microtubules ! C’est comme
si la chromatine émettait un parfum...

Un role dans la mitose ?

L’implication de Ran-GTP dans
I’assemblage de microtubules pour-
rait donc expliquer le mécanisme par
lequel la chromatine dirige la pro-
duction de microtubules pendant la
formation du fuseau dans des cellules
sans centrosomes, comme les cellules
des plantes ou certaines cellules
méiotiques chez les animaux. Un tel
mécanisme, néanmoins, pourrait ne
pas exister ou n’avoir aucune impor-
tance physiologique pendant la divi-
sion cellulaire de la plupart des cel-
lules animales, lors de laquelle les
centrosomes sont les principales
sources de microtubules durant
I’assemblage du fuseau. De nouvelles
études suggerent toutefois le
contraire.

En effet, il a été démontré récem-

ment que Ran a un effet sur I'assem-
blage des microtubules des centro-
somes. Il semble que Ran-GTP pro-
voque la  stabilisation des
microtubules venant des centrosomes
[10, 11] et une augmentation du
nombre de microtubules nucléés par
les centrosomes. Ceci suggere que,
durant I'assemblage du fuseau mito-
tique, la chromatine pourrait induire
localement une plus forte produc-
tion et une élongation accrue des
microtubules centrosomiques, en
induisant la production de la forme
Ran-GTP (figures 3A a 3C). Par
ailleurs, I'inhibition de la production
de Ran-GTP dans les extraits d’ceufs
perturbe séverement 'assemblage de
fuseaux méme en présence de cen-
trosomes. Ceci veut dire que la seule
présence de centrosomes qui
nucléent quelques microtubules ne
suffit pas pour permettre au fuseau
de s’assembler [10]: une augmenta-
tion générale de la masse de microtu-
bules (centrosomiques et non-centro-

somiques), dépendante de la produc-
tion de Ran-GTP, est nécessaire pour
maintenir centrosomes et chromo-
somes attachés et pour donner lieu a
un fuseau normal avec une haute
densité de microtubules (figure3D).
Ces études, de méme que d’autres
suggérant un role de Ran dans
I’organisation des microtubules du
fuseau [11], indiquent que Ran pour-
rait étre un interrupteur général qui
signalerait ou, quand et comment
faire des microtubules en mitose.

Un mécanisme conservé

Le mode d’action de Ran n’est pas
direct: il semble nécessiter, pour ses
différentes fonctions, des effecteurs
en aval qui sont présents dans les
extraits. Quels sont ces effecteurs et
comment agit donc Ran en mitose?
Des études récentes démontrent que,
loin d’avoir inventé de nouveaux
mécanismes mitotiques, Ran semble
reproduire en mitose son mode
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Figure 3. Réle de Ran durant
I'assemblage du fuseau mitotique.
A. a C. (voir figure 1A pour des
légendes complémentaires). Lors de
la rupture de l'enveloppe nucléaire
(pointillé) Ran-GTP (rouge) serait
libéré dans le voisinage des centro-
somes et induirait une augmentation
de la quantité et de la longueur des
microtubules centrosomiques (fleches).
D. Un défaut de production de Ran-
GTP (droite) réduit la quantité de
microtubules ainsi que leur longueur
moyenne par rapport a leur densité
et a leur longueur dans un fuseau
normal (gauche) dans des extraits
« mitotiques » (reproduit de [10]).
Echelle: 10 um.
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d’action dans le transport nucléo-
cytoplasmique.

Un des roles de Ran-GTP dans les
cellules en interphase est de provo-
quer la libération de protéines
lorsqu’elles se trouvent a I'intérieur
du noyau, en les dissociant de «com-
plexes d’import» [2, 3] (figure 4,
gauche). C’est cette fonction méme
que Ran semble mettre en ceuvre
aussi dans un environnement mito-
tique [12-14]. En effet, deux pro-
téines nucléaires (TPX2 [15] et
NuMA [16]) ont été identifiées
comme effecteurs en aval de Ran
dans I’assemblage de microtubules et
du fuseau dans les extraits d’ceufs de
crapaud. Ces protéines, nucléaires en
interphase, sont aussi présentes dans
les extraits mitotiques dans des com-
plexes d’'import et sont rendues inac-
tives par ces complexes. Néanmoins,
lorsqu’elles sont ajoutées en tres
grand excés aux extraits mitotiques,
ces protéines induisent I’assemblage
de microtubules, ce qui indique
qu’elles sont actives quand elles sont
libres. Puisque Ran-GTP provoque la
dissociation des complexes d’import,
elle induit la libération des effecteurs
qui, par conséquent, déclenchent
I’assemblage de polymeéres de tubu-
line (figure 4, droite). Etant donné que

RCCI est fortement concentré au
niveau de la chromatine, Ran met-
trait en ceuvre localement autour de
la chromatine cette «dissociation de
complexes d’import nucléaire » dans
le cytoplasme mitotique, suivant la
rupture de I’enveloppe nucléaire
(figure 4, droite). Le fait que cette
petite GTPase reproduise si élégam-
ment son modus operandi au cours du
cycle cellulaire est un résultat surpre-
nant.

Bien que le réle mitotique de Ran ne
soit démontré clairement que dans
les extraits d’ceufs, la haute conserva-
tion de Ran et d’'une grande partie
de ses co-facteurs au cours de I’évolu-
tion suggere que ce type de méca-
nisme pourrait exister dans bien
d’autres especes. En effet, des résul-
tats récents confirment un role phy-
siologique potentiel pour Ran dans
I’assemblage du fuseau et des micro-
tubules, dans des cellules de mammi-
féres et chez la levure [17, 18].

Le fuseau self made

La découverte de l'influence poten-
tielle de la chromatine dans le
déclenchement de I’assemblage de
microtubules et de I'implication de
Ran dans cet «effet chromatine mito-

tique » indique de nouveaux prin-
cipes de contrdle spatio-temporel de
la division cellulaire. Ainsi, ces der-
niéres avancées dans la compréhen-
sion de I'assemblage du fuseau nous
font réaliser que la machinerie de la
division cellulaire n’est pas construite
par un simple réarrangement de ce
qui était avant la mitose et par un
simple positionnement des chromo-
somes sur un échafaudage. Au
contraire, dans la perspective
actuelle, les chromosomes dirigent la
construction du fuseau, une machine
qui se crée elle-méme sans arrét...
Enfin, ce nouveau protagoniste de la
division cellulaire pourrait non seule-
ment fournir des informations plus
précises sur la facon dont les cellules
établissent leur machinerie de divi-
sion mais elle pourrait aussi per-
mettre une meilleure compréhen-
sion de la cause de plusieurs
maladies: Ran, par exemple, a été
associé a d’innombrables défauts de
la division cellulaire et de la progres-
sion du cycle cellulaire [19, 20] et
TPX2 est un marqueur de cellules
qui proliféerent de facon hypo-active
[21]. Ainsi, ce nouveau domaine de
recherche pourrait aussi ouvrir la
voie a d’importantes applications
médicales m
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Figure 4. Le mécanisme d’action de Ran est conservé au cours du cycle. Gauche: dans le noyau d'une cellule en
interphase, Ran-GTP induit la dissociation de «complexes d'import nucléaire » (représentés par « effecteur et impor-
tine ») et libére des protéines dans le noyau, y compris les effecteurs responsables de I'activation de la nucléation de
microtubules. Droite: apres la rupture de I'enveloppe nucléaire, Ran-GTP libere les effecteurs de la nucléation des
microtubules dans le voisinage des chromosomes.
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