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La régulation
de la division cellulaire

La protéine kinase p34<<, trés conservée des levures a I’homme,
joue un role essentiel dans le controle du cycle cellulaire. Elle
semble agir sous la forme d’'un complexe avec des cyclines,
protéines dont la concentration varie au cours du cycle, a au
moins deux niveaux : le déclenchement de la mitose (activité
MPE maturation... ou M-phase promoting factor) et, pendant
la phase G1, le point start qui représente vraiment I’entrée dans
le cycle. Pour étre active p34<< doit étre déphosphorylée ; elle
a pour substrats diverses protéines, dont des produits d’oncogénes
et, peut-étre, d’anti-oncogénes; elle est substrat elle-méme de
sérine/thréonine et de tyrosine kinases qui peuvent étre codées
par des oncogenes. D’autres genes encore controlent I’activité du
complexe p34<</cycline(s). Les récents et rapides progres dans
I’élucidation de ce systeme ont permis, pour la premiere fois,
d’entrevoir les relations fonctionnelles existant entre la percep-
tion des signaux mitogenes, la mise en ceuvre des produits

d’oncogenes/anti-oncogénes et la mitose elle-méme

a cellule, unité biologique
vivante, est un systéme
extrémement organisé
mais isolé dans lequel le
désordre ne peut, thermo-
dynamiquement parlant, qu’aug-
menter. Dégradation naturelle et
accidents font que chaque cellule est
individuellement appelée a disparai-
tre. Pour qu’un organisme pluricel-
lulaire puisse se maintenir en vie, il
doit engendrer de nouvelles cellules
au moins aussi vite que les anciennes
meurent et disparaissent. La division
cellulaire qui permet ce renouvelle-
ment est donc indispensable a la
survie de tous les organismes. Dans
un étre humain adulte, par exemple,
des millions de cellules doivent se
diviser a chaque instant pour simple-
ment maintenir un statu quo.
La division cellulaire et son contrdle
ont toujours fasciné biologistes et
biochimistes. Le phénoméne de la
division cellulaire lui-méme peut
parfaitement étre observé au micro-
scope. Il se décompose en deux
étapes successives, la division
nucléaire ou mitose et la division du
cytoplasme ou cytodiérése. Pour que

les cellules filles soient les copies
conformes de la cellule mére, il faut
que cette derniére, avant sa division,
ait doublé de masse et dupliqué
entiérement son contenu et en parti-
culier son matériel génétique. Ainsi
les deux filles disposeront de tous les
constituants dont elles ont besoin
pour remplir leur(s) fonction(s) phy-
siologique(s) éventuelle(s) ainsi que
leur propre cycle de croissance et de
division. Le travail de préparation a
la division a lieu pendant l'inter-
phase. Une cellule est la plupart du
temps en interphase et seulement
pendant une courte période en divi-
sion. Pendant l'interphase, la plu-
part des composants cellulaires sont
synthétisés de facon continue. Il est
donc difficile de mettre en évidence
des étapes critiques et/ou caractéris-
tiques de la progression de la crois-
sance cellulaire. I1 faut cependant
noter une exception : la synthése de
I’ADN (réplication) dans le noyau a
lieu pendant une période déterminée
de l'interphase que l'on a appelée
phase S (S pour synthése). L'autre
phase caractéristique du cycle cellu-
laire est la phase de division ou
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phase M (M pour mitose).

Ces deux phases caractéristiques sont
séparées par deux périodes mal défi-
nies tant du point de vue de la bio-
logie cellulaire que de la biochimie :
la phase Gl, entre la phase M et la
phase S, et la phase G2, entre la
phase S et la phase M (G pour gap ;
intervalle). Un cycle cellulaire com-
plet comprend donc quatre phases,
Gl S, G2 et M, les phases Gl, S et
G2 constituant I'interphase.

Les cellules se multiplient a des
vitesses trés variables et on a pu
démontrer que la durée du cycle cel-
lulaire était essentiellement condi-
tionnée par la durée de la phase G1.
Chez les eucaryotes, le cycle de divi-
sion cellulaire contient jusqu’a trois
points de régulation : (1) un point de
conversion d’un état quiescent a un
état prolifératif ; (2) le point d’'initia-
tion de la biosynthése de ’ADN dans
une cellule en croissance ; (3) le point
d’induction de la mitose dans les
cellules contenant des génomes nou-

vellement répliqués.

Il est plus que probable que ces
événements clés de la régulation du
cycle cellulaire sont sous le contréle
de nombreux facteurs de régulation.
La compréhension de la régulation
du cycle cellulaire passe donc par
I'identification et la caractérisation
de ces différents facteurs ainsi que
par la connaissance du (ou des)
mécanisme(s) par le(s)quel(s) ils
déclenchent une progression dans le
cours du cycle cellulaire.

Ces derniers mois ont justement vu
un début de descaription moléculaire
de la régulation de la mitose. Le
point remarquable de ces progrés
considérables dans la compréhension
des mécanismes de controle de la
mitose est qu’ils sont I’aboutisse-
ment d’études réalisées sur des sys-
témes biologiques trés différents et
utilisant une stratégie et des techni-
ques trés différentes: la génétique
des levures d’une part et la biochimie
des facteurs inducteurs de la méiose

t =15 min

ou de la mitose d’autre part, cette
biochimie faisant beaucoup appel
aux ceufs et aux embryons d’amphi-
biens ou d’invertébrés marins.

Le MPF, facteur
de déclenchement de
la méiose et de la mitose

Les ceufs fertilisés d'un amphibien,
le xénope (Xenopus laevis), et d’'in-
vertébrés marins comme les étoiles de
mer représentent des systémes idéaux
d’étude du cycle cellulaire. En effet
leur taille est importante et, durant
I’embryogenése précoce, on observe
des cycles cellulaires a la fois syn-
chrones et rapides au cours desquels
se succédent uniquement des phases
S de duplication du matériel généti-
que et M de division. Les ovocytes de
xénope sont arrétés en prophase de
premiére division méiotique, en
phase G2 du cycle cellulaire. Durant
la maturation, qui est induite natu-
rellement par la progestérone,

t =25 min

Figure 1. Rupture de la vésicule germinative d’ovocyte d’étoile de mer. Photographies prises 0, 15 et 25 minutes
apres l'application de la 1-méthyladénine et le début de la reprise de la méiose.
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I’ovocyte devient un ceuf non
fécondé en terminant sa premiére
division méiotique et en s’arrétant
ensuite en métaphase II. Cette matu-
ration peut étre facilement détectée
grice a la rupture de l’enveloppe
nucléaire ou GVBD (germinal vesicle
breakdown) qui suit de peu de temps
la reprise du cycle cellulaire (figure
1, p. 11).

En 1971, on a pu montrer que la
maturation d’'un ovocyte de xénope
pouvait étre induite par la micro-
injection de cytoplasme prélevé dans
des ovocytes en phase M[1]. Le fac-
teur responsable de la maturation fut
appelé MPF (maturation promoting
factor). On devait par la suite mon-
trer que ce facteur ne présente pas de
spécificité d’espéce et peut aussi bien

Synthése d'ADN

Protéolyse Cycline(s)

Point "Start"

[ p34cdc2

[ Activité(s) kinase cdc 2
B ©50-65 cdc 13 [cycline(s)]
1 Autres régulateurs

| Il Complexe cdc 2/cdc 13

=
NEBD

Activité MPF
"Nuclear Envelop Breakdown"

? Pb de nature / Spécificité / Activité

cdc 2
spécifique de p34 .

Figure 2. Représentation schématique du cycle cellulaire. La présence des
différents facteurs et activités qui interviennent dans sa régulation est symbolisée
par |'épaisseur de la bande correspondante.
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induire la méiose dans des ovocytes
que la mitose dans des cellules soma-
tiques [2].

L’activité MPF varie de fagon cycli-
que au cours des cycles méiotiques
ou mitotiques et montre un maxi-
mum en métaphase (figure 2). Cette
activité est trés difficile a purifier. Des
purifications de 20 a 200 fois ont été
rapportées dans la littérature, la
reprise de la méiose d’ovocytes
micro-injectés constituant alors le
test d’activité MPF. Récemment, un
test plus sensible a été mis au point
qui utilise des noyaux purifiés dans
un systéme acellulaire. L’utilisation
de cette technique au long d’une
purification assez lourde a permis de
purifier le MPF 3 000 fois [3). Les
fractions enrichies en activité MPF
contenaient également des protéines
(p32 et p45) de 32 et 45 kDa de poids
moléculaire. D’autre part, on trou-
vait également dans ces fractions une
activité protéine sérine-thréonine
kinase, capable de phosphoryler la
p45 endogéne ainsi que I’histone H1,
la caséine et 'inhibiteur 1 des phos-
phatases. Il a été ensuite démontré
que la protéine p32 était la protéine
kinase [4].

D’autres recherches, menées dans le
but de purifier la protéine kinase
contenue dans le MPF d’étoile de
mer, aboutissaient a la purification
d’une protéine de 34 kDa de poids
moléculaire [5).

En 1987, il a été montré qu’il existe
dans le génome humain des génes
capables de remplacer les génes cdc2
mutants de levures. La protéine
humaine codée par ce géne doit donc
étre pratiquement identique a celle
de levure et certains des mécanismes
de la division cellulaire conservés de
la levure a 'homme. Cette protéine
p34< de 34 kDa de poids molécu-
laire est, comme nous le verrons plus
loin, une protéine kinase, homolo-
gue des p34 (ou p32) de xénope ou
d’étoile de mer.

La génétique
des levures

Chez les champignons que sont les
levures, il est possible d’utiliser des
stratégies génétiques extrémement
puissantes pour élucider des pro-
blémes de biologie moléculaire ou
cellulaire. Les résultats obtenus ne
sont malheureusement pas toujours
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applicables aux cellules de mammi-
féres. Les techniques de manipula-
tion des génes de mammiféres par
mutagenése sont également trés
périlleuses. En fait, les chercheurs
ont utilisé la possibilité, évoquée
plus haut, de transférer des génes
entre des cellules de levures et des
cellules de mammiféres, et donc
d’appliquer les techniques généti-
ques utilisées dans I’étude des levures
a des cellules de mammiféres [6).
Chez la levure Schizosaccharomyces
pombe, la division intervient dés que
la cellule atteint une certaine lon-
gueur. Chez certains mutants, a une
température donnée, la division ne se
fera plus, alors que la croissance
continuera. Ces mutations sont dues
a un groupe de geénes, les genes cdc
(cell division cycle) ; il existe d’autres
mutants, dits de type wee qui se
divisent avant d’avoir atteint la taille
«requise ». Deux points de contrdle
majeurs interviennent dans le dérou-
lement du cycle de division de la
levure S. pombe. Le premier est situé
en fin de phase G1, au point connu
comme point de restriction ou R ou
encore start. Lorsque la cellule a
dépassé ce point, elle accomplit le
reste du cycle mitotique et la voie
alternative de conjugaison ne peut
intervenir qu'une fois que le cycle
engagé aura été achevé. Les fonctions
cellulaires codées par les deux génes
cde2* et cdcl0F sont nécessaires pour
dépasser le point R. Le second point
se situe en fin de phase G2 et contrdle
I'entrée en mitose en fin de cycle
cellulaire. Les produits codés par les
quatre génes cdc2t, weel*, cdc25% et
nimlI* semblent responsables de cette
régulation.

Il semble donc que le géne cdc2*, ou
tout au moins le produit pour lequel
il code, soit trés important dans la
régulation du cycle cellulaire car il
intervient dans les régulations du
passage au travers du point start (ou
R) et de I'entrée en mitose.

| p34coc2

Le géne cdc2t qui contient quatre
introns, code pour une protéine
kinase de 34 kDa de poids molécu-
laire qui présente de nombreuses
homologies avec d’autres protéines
kinases [7). En fait, des anticorps
dirigés contre le produit du géne
cdc2* reconnaissent une phospho-

protéine de 34 kDa (p34<¢?) qui pos-
séde une activité protéine kinase in
vitro[8). Toutes les espéces euca-
ryotes qui ont été testées possédent
une protéine kinase homologue au
produit du géne cdc2* de S. pombe,
qu’il s’agisse de S. cerevisiae, ou le
géne CDC28 code pour une protéine
trés similaire, ou d’eucaryotes multi-
cellulaires tels que I’étoile de mer, la
palourde, le xénope, le rat, la souris
ou 'homme. Il faut noter que toute
mutation qui touche I’activité kinase
de p34, détruit l'activité du géne
cdc2™.

Les protéines codées par les génes
cdc2 de différentes espéces et CDC28
de S. cerevisiae présentent environ
60 % d’homologie les unes par rap-
port aux autres. On trouve dans
toutes ces séquences une suite de 16
acides aminés qui est intégralement
conservée, la séquence PSTAIR
(EGVPSTAIREISLLKE)[9]. De
facon assez surprenante, cette
séquence ne se situe pas dans le
domaine consensus des protéines
kinases et pourrait plutét étre impli-
quée dans la liaison de ces kinases a
des protéines régulatrices. On sait
depuis longtemps que le déclenche-
ment de la méiose ou de la mitose est
marqué par la stimulation de la
phosphorylation de nombreuses pro-
téines intracellulaires. Quoique la
plupart des phosphoprotéines ne
soient pas identifiées, on sait que les
lamines (protéines constitutives de la
membrane nucléaire), la vimentine
(protéine du cytosquelette), les his-
tones H3 et S6, protéine de la petite
sous-unité ribosomale, sont phos-
phorylées. Enfin, la phosphorylation
des histones H1 est caractéristique de
I'état de prolifération des cellules.
L’ensemble des résultats rapportés ci-
dessus tend a confirmer que la phos-
phorylation de certaines protéines
jouerait un role déterminant dans le
contrOle et la régulation du cycle
cellulaire.

Activités protéine kinase
et division cellulaire

Les histones H1 ou la caséine ont été
souvent utilisées comme substrats
pour tester in vitro l'activité kinase
de p34<?; cependant, in vivo, les
substrats ainsi que le réle des phos-

phorylations catalysées par cette mm——
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kinase sont encore mal connus.
Nous avons vu que p34%9 est une
phosphoprotéine; l’activité kinase
de p34<2 de méme que son état de
phosphorylation peuvent étre corré-
lés a I’état prolifératif des cellules :
quand les cellules de S. pombe sont
métaboliquement bloquées avant le
point start, p34°4? ne posséde plus
d’activité protéine kinase et n’est
plus phosphorylée [8]. Le retour a un
état prolifératif sera accompagné
d’'une phosphorylation de p34<<? et
d’une restauration de son activité
kinase. Ceci a été confirmé dans
d’autres systémes ou le niveau de
concentration de p34¢2 ne change
pas non plus pendant le cycle cellu-
laire alors que son activité kinase
varie [10-13] (figure 2, p. 12). Ainsi,
chez S. cerevisiae, I’activité kinase de
p34<4® atteint son plus haut niveau
en Gl alors que l'activité kinase de
p34cdez(Hs) grteint son plus haut
niveau en fin de phase G2 et en
mitose dans les cellules HelLa. Ces
augmentations d’activité protéine
kinase s’accompagnent de la forma-
tion de complexes de haut poids
moléculaire entre p34 et d’autres pro-
téines.

Ainsi D’activité protéine kinase de
p34<92 pourrait contrdler I'entrée en
phase S et I'entrée en mitose au cours
du cycle cellulaire par phosphoryla-
tion de protéines cibles dont la défi-
nition est fondamentale si nous vou-
lons comprendre complétement les
mécanismes de contrdle du cycle cel-
lulaire. I1 convient également de
comprendre comment, et par quoi,
est contrOlée D’activité kinase de
p34cdc2.

Nous avons vu précédemment qu’au
moins trois autres génes sont impli-
qués dans le contrdle de I'initiation
de la mitose, il s’agit de weelt,
cdc25t et mimlt[14-16]; weelt et
niml+ codent pour des protéines
ayant une activité protéine kinase et
des homologies avec les séquences
consensus des protéine kinases
connues.

La surexpression du produit de
cdc25+* induit la mitose et, récipro-
quement, la délétion du géne induit
un blocage de la mitose. Il semble en
fait que la transition G2/M et ’ac-
tivation du complexe p34¢d2-p63edctd
requiert la présence du produit du
géne cdc25[17, 18]. Dans le cas de
weel*, c’est exactement I’'opposé qui

est observé. Le géne weel* coderait
donc pour une protéine inhibitrice
de I'induction de la mitose. Enfin,
I’expression du troisiéme géne nimI+
conduit a une reprise de la mitose, ce
qui suggére qu’il code pour un
inducteur de la mitose. En fait, ’effet
inducteur de nimI* ne peut étre
observé que si le géne weelt est
exprimé, ce qui semble indiquer que
le produit de nimI+ agit en amont du
produit de weel* en bloquant ’effet
inhibiteur de ce dernier sur p84¢<
(figure 3, p. 16).

Les mutations de cdc2+ qui condui-
sent a la formation de p34<<2 capable
de provoquer une induction de la
mitose de maniére constitutive
appartiennent a deux classes : celles
qui conduisent a une p34 dont I'ac-
tivité ne dépend plus de I’expression
du géne weel* et celles qui condui-
sent a la formation d’une p34 dont
I’activité est indépendante du niveau
d’expression du géne cdc25*. Les
produits de ces deux génes agissent
donc probablement en amont de p34.
Sachant que, comme nous I’avons vu
plus haut, weel* et nimI* codent
pour des protéine kinases, la régula-
tion de la mitose pourrait mettre en
jeu des séquences d’activités kinases
niml/weel/cdc2 (figure 3). Les génes
niml* et weelt codent respective-
ment pour des protéines de 42 kDa et
96 kDa. Quant au géne cdc25+, il
code pour une protéine de 65 kDa.
D’autres génes semblent interagir
avec les voies de régulation décrites
ci-dessus : ainsi, I’expression de sucl+
permet a des mutants thermosensi-
bles de cdc2+ de pousser a des tem-
pératures non permissives. Des obser-
vations, d’abord génétiques, ont
conduit a penser qu’il devait y avoir
une interaction physique directe
entre p34%9? et le produit sucl+[10,
19]. Ceci a été confirmé par des expé-
riences utilisant des anticorps dirigés
contre la protéine de 13 kDa, suppo-
sée, a partir de I’analyse de la
séquence du géne, comme étant
codée par le géne suclt. Ces anti-
corps lient bien une protéine de
13 kDa, confirmant ainsi ’hypothése
faite un peu plus haut, mais aussi un
pourcentage significatif de p34<<. Il
y aurait donc bien une interaction
physique entre p34<< et p13su<! [10].
Un peptide homologue de p13s a
été identifié chez ’homme et on a pu
montrer qu’il formait des complexes
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avec la protéine p34<d2Hs) ] e peptide
pl3suc est également un inhibiteur
de l'activité MPE. Cette inhibition
présente la propriété d’étre levée en
présence de concentrations élevées de
peptide PSTAIR, ce qui suggere que
cette séquence jouerait un roble clé
dans les interactions de p34 avec des
protéines régulatrices. Enfin, et nous
reviendrons sur ce point un peu plus
loin, pl3 serait impliquée dans la
régulation de la phosphorylation de
p34 sur des résidus tyrosine, cette
phosphorylation étant elle-méme
impliquée dans la régulation de I'ac-
tivité kinase de p34.

I Les cyclines

Le produit du géne cdcl3 serait
quant a lui capable de suppléer a des
mutations de cdc2+ qui toucheraient
uniquement le second point de
contrdle de I'entrée en mitose [20]. 11
a été montré que la séquence du
produit de cdcl3 de levure présentait
un haut degré d’homologie avec
celles de différentes cyclines [21, 22]
qui ont été décrites dans plusieurs
espéces animales, et en particulier
chez le xénope et ’homme comme
des protéines de respectivement 45 et
62 kDa[4, 11]. Dans les cellules en
division, la synthése de protéines au
cours d'un cycle est nécessaire au
déclenchement du cycle mitotique
suivant. Cette synthése concerne pro-
bablement un ou des éléments régu-
lateurs importants du cycle cellu-
laire, car les embryons aux stades
précoces contiennent des quantités
importantes des enzymes et protéines
requises pour la synthése ’ADN et
la mitose. Les cyclines pourraient
étre le (ou un des) régulateur de
I'entrée en mitose.

Les cyclines sont en effet des pro-
téines qui s’accumulent durant I'in-
terphase et dont la quantité¢ décroit
brusquement, du fait de leur protéo-
lyse, lors de la mitose (figure2). En
fait, le temps de demi-vie des cyclines
est long durant 'interphase et consi-
dérablement raccourci durant la
mitose, la synthése ne semblant sou-
mise a aucune régulation. Les pre-
mieéres indications que les cyclines
jouaient un rdle dans la régulation
de la mitose sont venues de 1'obser-
vation que l'injection d'ARNm de
cycline déclenchait la maturation
d’ovocytes de xénopes.
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De méme, il semble que la dégrada-
tion des cyclines soit nécessaire a
I'inactivation du MPF et a la sortie
de la méiose ou de la mitose. En effet,
les agents pharmacologiques qui
augmentent la durée de la mitose
stabilisent les cyclines ; de plus, en
présence de hautes concentrations
d’inhibiteurs de protéases micro-
injectés, les ovocytes d’étoile de mer
s’arrétent en méiose I, et ceci pourrait
étre la conséquence de I'inhibition de
la dégradation des cyclines [23]. Des
études trés récentes [24-25] ont mon-
tré qu’une cycline mutée résistante a
la protéolyse empéchait I'inactiva-
tion du MPF et la sortie de mitose
in vivo et in vitro. Les mémes auteurs
ont montré que la cycline était dans
leurs conditions expérimentales un
facteur nécessaire et suffisant pour
contrbler 'activité du MPE

En fait, 1l a été récemment mon-
tré [26] que le MPF d’étoile de mer en
métaphase de premiére division de
méiose est un hétérodimére formé
d’'une molécule de p34<? et d'une
molécule de cycline B (figure 2). Des
résultats similaires ont été obtenus
chez I'oursin [27]. La cycline est-elle
pour autant seule responsable de la
régulation de I'activation de p34<dc?
— et par la du MPF — et si oui par
quel mécanisme ? Sachant que pour
étre active, p34 doit étre déphospho-
rylée (figure 3), un certain nombre de
mécanismes potentiels peuvent étre
avancés : (a) une simple liaison de la
cycline a p34 conduirait a la forma-
tion de I'hétérodimére actif ; (b) la
liaison de la cycline a p34 permettrait
la déphosphorylation de cette der-
niére par une phosphatase et son
activation ; rien n’empéche de penser
que la cycline pourrait étre la phos-
phatase de p34<¢; (c) I'association
de la cycline a p34 empécherait sa
phosphorylation et permettrait ainsi
I’'accumulation de p34 actif dans le
complexe avec la glycine, sans varia-
tion d’activité phosphatase.

I Les substrats de p34cdc2

Ainsi que nous I’avons souligné plus
haut, le réle des phosphorylations
catalysées par p34<< est assez mal
connu. L'association de la kinase
avec les fractions nucléaires ou avec
les centrosomes suggére que des pro-
téines appartenant a ces systémes

pourraient étre phosphorylées, on

peut penser en particulier aux
lamines et aux histones — impli-
quées dans I'organisation du nucléo-
squelette et de la chromatine — qui
subissent des cycles de phosphoryla-
tion-déphosphorylation pendant le
cycle cellulaire [28]. On sait que les
histones, Hl notamment, sont de
bons substrats de p34. De méme la
protéine ribosomale S6 est phospho-
rylée par p34. On sait également que
la cycline, p56<<'® ou p63<<'3 est un
substrat de p34 sans savoir quel est
le role de cette phosphorylation dans
la régulation de l’activité MPE. 1l a
été récemment montré que dans
I'ovocyte de xénope, une protéine de
47 kDa de poids moléculaire est
phosphorylée in vitro et in vivo par
p34[29]. Cette phosphoprotéine p47,
qui est purifiée sous forme d’un hété-
ropolymére de haut poids molécu-
laire comprenant deux autres pro-
téines p36 et p30, est présente dans les
ovocytes en prophase et dans les ovo-
cytes matures. L’analyse des
séquences d’acides aminés de p47 et
de p30 montre que ces protéines ont
des analogies structurales avec la
sous-unité B de facteurs d’élongation
des chaines polypeptidiques comme
EFl. L’ARN polymérase II eucaryo-
tique active posséde un domaine car-
boxy-terminal répétitif trés phospho-
rylé; il semble que p34<? soit
responsable de la phosphorylation
de résidus sérine dans ce domaine, ce
qui améne a supposer que cette
kinase jouerait un réle dans la régu-
lation de la transcription [30]. Ainsi
quelques substrats commencent a
étre décrits, mais ces phosphoryla-
tions doivent étre reliées a des régu-
lations de fonctions cellulaires et
beaucoup reste donc a faire dans ce
domaine, d’autant que des produits
d’oncogénes cellulaires apparaissent
également étre des substrats de p34.

I p34cdc2 et tyrosine kinases

Deux publications récentes montrent
que I'un des substrats de la protéine
kinase associée a p34<? pourrait étre
p60<¢, le produit du proto-oncogeéne
src[31, 32]. En effet, le MPF extrait
d’ovocytes de xénopes phosphoryle
p60<= sur les Thr 34 et 46 ainsi que
sur la Ser 72. Or ces sites sont ceux
qui sont phosphorylés dans les cel-
lules NIH 3T3 en mitose. Pratique-

ment les mémes résultats ont été mummm
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Figure 3. Représentation des interconversions entre les différents états
de phosphorylation de cdc2. Les directions des différentes réactions sont
reproduites en bas (phosphorylation sur des sérines et des thréonines) et sur la
droite (phosphorylation sur des tyrosines) avec les facteurs qui les catalysent ou
qui les régulent. Y = tyrosine ; S = sérine ; T = thréonine; P = acide phosphorique.

obtenus dans des cellules HeLa.
Cependant, si I'on sait que I'activité
tyrosine kinase de p60<s est aug-
mentée dans les cellules en mitose,
aucune démonstration n’a été faite
que les phosphorylations de p60<sr<
par p34<? décites plus haut aug-
mentaient son activité tyrosine
kinase. Il reste donc a découvrir quel
est le mécanisme par lequel p34<dc
pourrait intervenir au niveau de
proto-oncogénes qui seraient impli-
qués dans la division et la différen-
ciation cellulaires.

Les interactions entre p34 et tyrosine
kinase(s) ont été rendues encore plus
complexes par la découverte que I’ac-
tivité de p34 était contrblée par sa
phosphorylation sur des tyro-
sines [33-34). En fait, le niveau de
phosphorylation de p34 sur des tyro-
sines est élevé en interphase et nul
pendant la mitose, aussi bien dans
I'ovocyte de xénope que dans des
fibroblastes de souris 3T3. Dans les
fibroblastes 3T3, cette phosphoryla-
tion s’accompagne de la formation

d’'un complexe p34/p62. En fait, une
déphosphorylation de p34 par une
phosphotyrosine phosphatase serait
une des étapes nécessaire a l'activa-
tion de I'activité kinase de p34. Cette
déphosphorylation aurait lieu juste
avant I’entrée en mitose et serait
contrblée par pl3suc (figure 3). En
effet, le produit du géne sucest connu
pour inhiber I'entrée en mitose ; p13
pourrait ainsi bloquer 1a déphospho-
rylation des phosphotyrosines de p34
et donc son activation [34].

Il apparait donc que le déclenche-
ment et le contréle de l'entrée en
mitose — ou en méiose — de cellules
en interphase impliquerait de nom-
breuses protéine kinases, aussi bien
des tyrosine kinases que des sérine-
thréonine kinases. Parmi ces der-
niéres, p34¢ jouerait un role clé. 1l
semble en effet non seulement
qu’elle soit la cible de nombreuses
voies de régulation, mais aussi
qu’elle aitde nombreuses cibles dont
elle pourrait contréler I’activation ou
la fonction.
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Cependant, il convient ici de souli-
gner plusieurs points importants :
(a) si p34°9? est un dénominateur
commun a la reprise de la méiose ou
de la mitose depuis la levure jusqu’a
I’homme, des différences interespéces
apparaissent pour ce qui concerne
les autres protagonistes du systéme
régulateur de la division cellulaire ;
(b) les activités kinase et phosphatase
semblent jouer une fois de plus un
rOle déterminant, il semble aussi que
la localisation de certains éléments
du systéme soit un facteur de régu-
lation (18); (c)les effets de p34cd
sont pléiotropes, ce qui implique
que de nombreux substrats voient
leur état de phosphorylation modifié
lors de l’activation de la kinase.
Ainsi, il a été montré que le produit
d’un antioncogéne, la protéine
pl05R® du rétinoblastome est phos-
phorylée de facon cyclique au cours
du cycle cellulaire [35-37] ; il y a une
probabilité non négligeable, fondée
en particulier sur des analyses de
séquence, pour que cette protéine
soit un substrat de p34°Z, comme
I'est I'antigéne tumoral T, dont la
phosphorylation par p34 conduit a
une stimulation de la réplication de
I’ADN de SV40[38]; (d) enfin, il ne
faut pas perdre de vue que si p34<dc
représente un carrefour important
dans la régulation du cycle cellu-
laire, ’activation de p34 n’est que
I’aboutissement de cascades de réac-
tions convergentes et que les pre-
mieéres des étapes qui vont conduire
de la réception d’'un signal au déclen-
chement de la division cellulaire sont
encore bien mal connues. Dans ce
contexte, il est tout a fait intéressant
de noter que le produit du proto-
oncogeéne c-mos, pp’*™, serait impli-
qué de facon plus précoce que p34
dans la maturation des ovocytes de
xénopes [39, 40].

Ainsi, peu a peu, nous comprenons
mieux comment se fait le déclenche-
ment du processus de division cellu-
laire ; cependant beaucoup reste a
faire pour appréhender tous les
mécanismes mis initialement en jeu
ainsi que les régulations fines et spé-
cifiques des processus de méiose et de
mitose dans toutes les espéces. Res-
tera, lorsque ces études auront pro-
gressé, a comprendre les perturba-
tions pouvant conduire aux
anomalies de la division cellulaire,
C'est-a-dire avant tout au cancer ll
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Summary

Regulation of cell division

In the course of the past few years,
genetic studies on yeasts and bio-
chemical studies on systems such
as oocytes from amphibians and
echinoderms have finally come
together to give us the beginning
of an explanation for the mecha-
nism of regulation of cell divi-
sion. In this mechanism, the pro-
duct of the gene cdc2, p34cde,
which is a protein kinase, plays a
key role. The activity of this pro-
tein kinase is itself regulated by
protein tyrosine kinase(s) and
protein serine-threonine kinases
such as the products of the genes
weel* and niml+*. p34<2 interacts
as well with other proteins
(p13suet, pdbedes) which regulate
its state of phosphorylation and,
as a consequence, its activity. The
substrates of p34 are also starting
to become known. Among these
are histone HI, the ribosomal
protein S6, the elongation factor
EF1, polymerase II and the pro-
duct of the cellular oncogene src,
p60csre. Although our understan-
ding of this area is progressing
very quickly, much is still left to
do to enable us to have a complete
understanding of the mechanism
of regulation of cell division.
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