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Controle de la transition meétaphase-anaphase

Une cellule, pour se diviser, doit
d’une part répliquer son matériel
génétique et d’autre part dupliquer
son centre de nucléation des micro-
tubules : le centrosome. Cette dupli-
cation est indispensable a 1’organisa-
tion du fuseau bipolaire de
microtubules qui constituera 1’ossa-
ture sur laquelle s’exerceront les
forces nécessaires a la séparation des
chromosomes en deux lots équiva-
lents lors de la mitose. Durant cette
phase, les chromosomes doivent, en
premier lieu, acquérir un attache-
ment bipolaire, c’est-a-dire que les
chromatides sceurs de chaque chro-
mosome bivalent doivent s’associer
aux microtubules émanant des poles
opposés du fuseau par l'intermé-
diaire des kinétochores (structure
protéique assemblée sur PADN cen-
tromérique). Une fois la bi-orienta-
tion acquise, les chromosomes biva-
lents migrent vers la plaque
équatoriale du fuseau, c’est la phase
de congression. Lorsque tous les
chromosomes sont alignés sur la
plaque équatoriale, la cellule est en
métaphase. A la transition méta-
phase-anaphase les chromatides
sceurs de tous les chromosomes se
séparent simultanément et migrent
vers les poles opposés du fuseau. La
capture et la bi-orientation des chro-
mosomes est un phénomene stochas-
tique, la durée de cette phase ne
peut donc étre prédéterminée.
L’anaphase ne se déclenchant
qu’apres l'alignement du dernier
chromosome sur la plaque métapha-
sique (dans le cas contraire, les
risques d’aneuploidie seraient
énormes), il existe nécessairement
un mécanisme de couplage entre
l’alignement des chromosomes et le
début de I'anaphase. Ce mécanisme
est aussi appelé point de controle
mitotique (figure 1).

L’entrée en anaphase est controlée
par la dégradation de protéines régu-
latrices clefs, comme par exemple les
sécurines, dont la destruction est
requise pour la séparation des chro-
matides sceurs [1]. La spécification
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des protéines a dégrader est assurée
par la fonction de lanaphase promo-
ting complex (APC). L’APC est une E3
ligase, qui, en conjonction avec un
activateur, Cdc20/Fizzy, ubiquitinyle
les protéines cibles permettant ainsi
leur reconnaissance par le protéa-
some et leur dégradation. Bien que
I'on ne connaisse pas, a I’heure
actuelle, les mécanismes intimes qui
couplent I’alignement des chromo-
somes avec le déclenchement de
I’anaphase, il semble évident que les
kinétochores non capturés par les
microtubules sont le lieu d’émission
d’un signal empéchant la mise en
route de la machinerie de dégrada-
tion dépendante de I’APCF*». En
effet, la destruction au laser du der-
nier kinétochore libre, dans une cel-
lule ou tous les autres chromosomes

sont déja alignés, provoque l'entrée
en anaphase, soulignant le fait qu'un
seul kinétochore libre (ou chromo-
some en retard) est suffisant pour
produire ce signal d’attente. L’arrét
observé en phase mitotique du cycle,
de cellules traitées par des drogues
induisant la dépolymérisation des
microtubules (nocodazole, beno-
myl), est une manifestation exacer-
bée de ce mécanisme de couplage.
Cet artifice expérimental a largement
été exploité, en particulier par la
génétique de la levure S. cerevisiae,
chez laquelle des génes codant pour
des protéines impliquées dans la voie
de signalisation de ce mécanisme
ont, pour la premiere fois, été isolés.
La délétion de chacun des genes
Madl, Mad2, Mad3 (Mitotic arrest defi-
cient) Bubl, Bub3 (Budding uninhibi-
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Figure 1. Modeéele du mécanisme de couplage entre métaphase et anaphase.
Le point de contréle du fuseau mitotique retarde le début de I'anaphase
jusqu’a ce que tous les chromosomes acquiérent un attachement bipolaire
stable avec les microtubules du fuseau mitotique. Mps1 est nécessaire pour
recruter CENP-E sur les kinétochores, lui-méme étant requis pour le recrute-
ment de Mad1 et Mad2, nécessaire a I'émission d'un signal d’attente blo-
quant l'activité du complexe APCFi# et le déclenchement de I'anaphase (les
interactions représentées entre Mps1 et CENP-E, CENP-E et Mad1 reflétent
I'ordre hiérarchique de recrutement et non pas une interaction directe).
L'activité de la kinase Mps1 est essentielle a I'expression de ce point de
controle. Toutefois, le ou les substrats de cette kinase restent a déterminer.
Les protéines CENP-E, BubR1, Bub1 et Bub3 sont des candidats potentiels.
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ted by benomyl), conduit a une
défaillance de l'arrét du cycle cellu-
laire en mitose sous l'influence du
benomyl et aboutit a la mort cellu-
laire. Par la suite le géne Mpsl initia-
lement découvert pour son caractere
essentiel dans la duplication du
spindle pole body (centre organisateur
des microtubules chez la levure) a
également été impliqué dans le point
de contrdle mitotique. Des homo-
logues de ces genes ont été caractéri-
sés chez les vertébrés (avec une
exception pour Mad3 dont 'ortho-
logue est un hybride entre Mad3 et
Bubl appelé BubRl) suggérant que
la base moléculaire de ce mécanisme
est conservée au cours de I’évolution.
Par ailleurs, la présence des pro-
téines Mad et Bub sur les kinéto-
chores, et préférentiellement sur les
kinétochores libres, est en adéqua-
tion avec la notion que ces derniers
produisent un signal inhibant
I’entrée en anaphase. Les démonstra-
tions, d’'une part que Mad2 interagit
physiquement avec APC" et inhibe
son activité, et d’autre part, que
I'interaction de Mad2 avec les kinéto-
chores non alignés est hautement
dynamique (renouvellement de la
moitié des molécules en 24 secondes)
[2], ont conduit a une hypothése
simple sur la nature de ce signal : les
kinétochores libres seraient des usines
a fabriquer et a relarguer une forme
transitoire de Mad2 capable d’inhiber
APCF et de retarder le déclenche-
ment de I'anaphase. Sont également
en accord avec cette hypothese, des
études menées dans notre laboratoire
sur le modele des extraits cyclants
d’ocufs de xénope. Ces extraits,
lorsqu’ils sont supplémentés en chro-
mosomes provenant de tétes sperma-
tiques, sont capables d’alterner des
phases de réplication et des phases
mitotiques comme I’auraient fait les

ceufs dont ils sont issus. Ils sont aussi
capables de s’arréter en phase mito-
tique en réponse a la présence de
kinétochores libres obtenus par
adjonction de nocodazole. L’avan-
tage de ce modeéle est qu’il permet
facilement d’éliminer ou de complé-
menter l'extrait de la protéine étu-
diée. Dans ces conditions, la pré-
sence de Mad2 sur les kinétochores
dépend de la présence de nocoda-
zole et par ordre hiérarchique
dépend de la présence de Madl, de
la chromokinésine CENP-E et de
I'orthologue chez les vertébrés de la
protéine kinase Mpsl [3]. La localisa-
tion sur les kinétochores de Madlet
Mad2 dépend également de la pré-
sence du complexe Bubl-Bub3 dans
lequel Bubl est aussi une protéine
kinase. L’ordre hiérarchique entre
Bubl-Bub3 et Mpsl reste encore a
déterminer. La déplétion, dans
I’extrait de xénope, de chacune de
ces protéines conduit a ’absence de
Mad2 sur les kinétochores libres et a
la perte du bloc mitotique.

Le modele du kinétochore libre
comme seule source de facteur inhibi-
teur de I’anaphase apparait néan-
moins contrarié par la démonstration
qu'un complexe formé de protéines
contenant BubR1, Bub3, Cdc20/
Fizzy et Mad2 possede une activité
inhibitrice sur I’APC [4]. Ce facteur
préexiste dans des cellules en inter-
phase, alors que les kinétochores ne
sont pas encore matures, ce qui sug-
gere qu'un mécanisme constitutif de
répression de I’APCF*¥ existe. Par
ailleurs, des expériences de fusion cel-
lulaire ont montré que si deux
fuseaux mitotiques sont présents dans
la méme cellule, il suffit que I'un
d’eux atteigne la métaphase pour que
les deux déclenchent I’anaphase
simultanément, méme si l'autre pré-
sente toujours un chromosome en

retard [5]. Cette observation suggere
plutot que le signal émis par les kiné-
tochores libres prévient localement
I’émission d'un autre signal qui, lui,
est envahissant et positif sur le déclen-
chement de I'anaphase.

Bien qu’encore trés schématiques,
nos connaissances du mécanisme de
couplage entre métaphase et ana-
phase ne cessent de progresser. Elles
mettent en valeur 'importance de ce
mécanisme dans le développement
d’un organisme et il apparait de plus
en plus que ses défaillances sont, pour
une bonne part, a I'origine de I'insta-
bilité chromosomique observée dans
les cellules de la plupart des tumeurs,
contribuant ainsi probablement au
processus de tumorigenese lui-méme.
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