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Le cycle cellulaire comporte deux
phases majeures: la phase de division
cellulaire (phase M ou mitose) et
Iinterphase. L’'interphase est compo-
sée de la phase de réplication de
’ADN (phase S) et de deux phases
intercalaires (Gl et G2). La phase Gl
correspond a une période de synthe-
se protéique intense responsable de
la croissance cellulaire. Elle précede
la phase S au cours de laquelle la cel-
lule produit une copie exacte de son
génome. La cellule entre alors en
phase G2 pendant laquelle les chro-
matides-sceurs restent appariées. En
phase M, les chromatides-sceurs se
séparent pour donner naissance a
deux cellules filles identiques entre
elles, et identiques a la cellule initiale.
La réplication des chromosomes est
bidirectionnelle et débute en de tres
nombreux sites sur TADN. La réparti-
tion des fourches de réplication sur le
génome est un processus finement
controlé assurant la duplication com-
plete du génome au cours d’un cycle
cellulaire. Un défaut dans la coordi-
nation des événements qui controlent
ce processus entrainerait, soit une
«sur-réplication », soit une «sous-
réplication » de certaines sections du
génome et donc une instabilité géné-
tique. En 1963, Jacob, Brenner et
Cuzin proposaient le modele du répli-
con afin d’expliquer comment est
controlée la réplication de 'ADN [1].
Ce mode¢le suggere I'existence d’une
protéine «initiatrice » agissant sur une
séquence nucléotidique précise, le
«réplicateur », qui permet la mise en
route de la réplication de 'ADN (figu-
re I). Le terme «réplicateur» est sou-
vent utilisé pour désigner une origine
de réplication (ori). De nombreux
complexes protéiques, impliqués dans

le controle du début de la réplication,
s’associent a ces origines.

L’identification du complexe pro-
téique ORC (origin recognition com-
plex), s’associant spécifiquement aux
origines de réplication de la levure
Saccharomyces cerevisiae [2] a permis
de caractériser les protéines homo-
logues chez les métazoaires. Dans
toutes les especes étudiées, le com-
plexe ORC interagit avec d’autres
protéines s’associant également a la
chromatine [3]. Parmi celles-ci, la
protéine Cdc6 est nécessaire au
déclenchement de la réplication [4].
Les protéines de la famille des MCM

-+
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Réplication de 'ADN

Figure 1. Le modeéle du réplicon. Ce
modele propose qu’une protéine
« initiatrice » vienne s’associer a une
séquence spécifique de I’ADN nom-
mée « réplicateur» [1]. La combinai-
son des modes de régulation en cis
et en trans permet a d’autres pro-
téines de s’associer & la chromatine
et, ainsi, de mettre en route la répli-
cation de I'’ADN.



(mini-chromosome maintenances) s’ asso-
cient aussi a la chromatine. Dans le
systeme acellulaire des extraits
d’ceufs de xénope, qui récapitule in
vitro les événements du cycle cellulai-
re qui interviennent in vivo, les pro-
téines MCM font partie de l'activité
RLF (replication licensing factor) qui est
un facteur nécessaire au déclenche-
ment de la réplication. Le RLF «pré-
pare » les origines a étre répliquées et
empéche qu’une méme section du
génome soit re-répliquée au cours
d’un méme cycle cellulaire [5, 6].
Les phases S et M du cycle cellulaire
des eucaryotes sont controlées par
Pactivation périodique de complexes
composés d’une sous-unité cataly-
tique : une protéine-kinase Cdk
(cyclin-dependent kinase), et d’une sous-
unité régulatrice: une cycline. En
I'occurrence, la mitose est controlée
par une activité biochimique retrou-
vée chez toutes les espéces étudiées:
le MPF (M-phase ou mitosis promoting
Jactor) qui est composé de la protéi-
ne-kinase Cdc2 associée a une cycline
de type B. Le SPF (S-phase promoting
factor) a été défini par analogie au
MPF mais la situation parait plus
compliquée car plusieurs Cdk asso-
ciées a différentes cyclines sont
capables de provoquer l'entrée en
phase S [7].

Nous indiquerons, dans cette revue,
les progres récents effectués pour
identifier les origines de réplication
chez les métazoaires. Puis nous pré-
senterons les nombreux complexes
protéiques impliqués dans le contro-
le de 'entrée en phase S. Enfin, sera
discutée I'importance des complexes
Cdk/cycline dans le contrdle de la
réplication de ’ADN.

Les origines de réplication

Chez la levure S. cerevisiae, les ori-
gines de réplication ont été précisé-
ment caractérisées et nommées ARS
(autonomously-replicating sequences). Les
ARS contiennent une séquence mini-
male de 11 nucléotides nommée ACS
(ARS concensus sequence) qui permet la
formation des fourches de réplica-
tion [3]. Cependant, les origines de
réplication chez les métazoaires ne
sont pas aussi bien définies que chez

meessmsmmn 12 levure S. cerevisiae.
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Chez I'amphibien Xenopus laevis, la
transcription des génes est inactive
au cours des 12 premiers cycles cellu-
laires de I’embryon. Dans ce contexte
particulier, les génes des ARN riboso-
miques (ARNr) ne sont donc pas
transcrits et le début de la réplication
de ces genes est indépendant d’une
séquence nucléotidique spécifique.
Puis, quand I’embryon atteint le
stade blastula, la transcription des
genes ARNr devient active et la fré-
quence de déclenchement dans les
unités de transcription diminue,
alors qu’elle reste stable dans les
espaces intergéniques [8]. Ces études
effectuées dans un systeme embryon-
naire indiquent que la localisation
des origines de réplication sur le
génome peut étre définie, soit par les
changements de structure de la chro-
matine qui déterminent les régions
de transcription, soit par le processus
de transcription lui-méme.

Dans le groupe de génes codants
pour la B-globine humaine, le déclen-
chement de la réplication a une ori-
gine donnée semble indépendant du
processus de transcription. Une origi-
ne de réplication a été définie dans
une région de 2kilobases dans le
locus de la B-globine humaine [9].
Située a 50kilobases en amont de
cette origine, une région (LCR pour
locus control region) contréle la trans-
cription, la structure de la chromati-
ne et la réplication du locus (m/s
n°3, vol. 8 p.255). Une insertion
dans le LCR inhibe la transcription
mais n’a aucun effet sur la réplica-
tion. En revanche, une délétion natu-
relle du LCR, intervenant dans un
cas particulier de thalassémie, inhibe
la réplication a partir de cette origine
mais le locus est tout de méme répli-
qué a partir d’une origine située en
aval [10]. Cela indique que l'interac-
tion entre des séquences éloignées
les unes des autres est nécessaire
pour mettre en route la réplication
de 'ADN.

Des expériences de transfert de
noyaux de cellules CHO (chinese
hamster ovary) dans des extraits
d’ceufs de xénope suggerent que la
structure des noyaux influe égale-
ment sur la spécification des origines
de réplication. La région qui
contient l'origine utilisée dans les

cellules CHO, pour la réplication du
geéne de la dihydrofolate réductase
(DHFR), est nommée ori . Quand
des noyaux isolés des cellules CHO
sont incubés dans des extraits
d’ceufs, la réplication de ’ADN com-
mence a ori f. Cependant, si 'enve-
loppe nucléaire des noyaux est per-
méabilisée, le début de la réplication
n’est pas limité a ori f [11]. D’autres
expériences, utilisant des noyaux iso-
lés de cellules CHO a différents
stades au cours de la phase Gl puis
incubés dans des extraits d’ceufs de
xénope, ont montré que la spécifica-
tion des origines de réplication inter-
vient au cours de la phase G1 [12].
L’ensemble de ces résultats récents
suggere que la localisation d’une ori-
gine de réplication sur le génome est
définie non seulement par des
séquences nucléotidiques spécifiques
mais également par les contraintes
exercées par les structures propres a
la chromatine. En conséquence, le
fait méme que les métazoaires utili-
sent des séquences nucléotidiques
précises sur le génome comme ori-
gines de réplication reste soumis a
controverse.

Le complexe protéique ORC

Le complexe ORC a été identifié
chez S. cerevisiae par sa capacité de
s’associer aux origines de réplication
(figure 2). Le complexe ORC est com-
posé de six sous-unités dont les génes
ont tous été clonés [3, 4]. L'impor-
tance du complexe ORC pour la
réplication a été mise en évidence
grace a des mutants thermosensibles
des genes ORC2 et ORC5 qui
n’entrent pas en phase S a la tempé-
rature restrictive [13, 14]. Les expé-
riences d’empreintes génomiques
chez S. cerevisiae ont montré, d’une
part, que le complexe ORC est asso-
cié aux origines tout au long du cycle
cellulaire et, d’autre part, que
d’autres protéines s’associent aux ori-
gines pour former un complexe de
préréplication en phase G1 (pré-RC,
Sigure 2) [15]. Le complexe pré-RC
est défini comme un complexe com-
posé de plusieurs protéines qui
s’associent aux origines de réplica-
tion en fin de mitose jusqu’a la tran-
sition G1/S. Le complexe pré-RC est
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Figure 2. Modeéle proposant les différentes interactions protéiques au niveau
d’une origine de réplication chez la levure S. cerevisiae. (Adapté de [15].) Le
complexe ORC (origin recognition complex), et parfois un nucléosome, sont
associés aux origines de réplication tout au long du cycle cellulaire. En ana-
phase, les cyclines mitotiques sont dégradées et un complexe de pré-répli-
cation (pré-RC) est formé. La protéine Cdc6 est synthétisée en début de pha-
se G1 et vient s’associer au complexe ORC. Puis les MCM (mini-chromosome
maintenance) s’associent a la chromatine et participent sans doute a la for-
mation du pré-RC. Les protéines impliquées ne sont pas toutes identifiées.
En phase G1, les sous-unités régulatrices Clb5/6 et Dbf4 des protéine-kinases
Cdc28 et Cdc7 sont synthétisées et les complexes Cdc28-CIb5/6 et Cdc7/Dbf4
sont formés. Dbf4 s’associe alors a la chromatine et permet probablement
I’activation du complexe pré-RC par la kinase Cdc7. Les complexes Cdc28/Clb
et Cdc7/Dbf4 activent le démarrage de la réplication mais leur mode d’action,
en parallele ou en cascade, reste inconnu. L’identification des mécanismes
d’action et les substrats de ces complexes devrait permettre de comprendre
comment ils induisent la réplication. Lorsque la cellule entre en phase S, les
complexes pré-RC sont dissociés et I’ADN est répliqué.

déstabilisé quand débute la réplica-
tion de ’ADN [3].

Des homologues des génes ORCI-6
ont été identifiés chez la levure Schi-
zosaccharomyces pombe, le xénope et
I’homme et les complexes composés
des six sous-unités ORC1-6 ont été

origines de réplication ont été
conservés de la levure a ’homme.

Les protéines Cdc6 et Cdcl8

On a identifié des protéines supplé-
mentaires s’associant au complexe

purifiés chez la drosophile et le xéno-
pe [3, 16, 17]. Des études biochi-
miques, dans le systéme acellulaire
des extraits d’ceufs de xénope, ont
montré que les protéines ORCI et
ORC2 de xénope sont essentielles au
déclenchement de la réplication [17,
18]. Ces résultats suggerent que les
mécanismes de reconnaissance des
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ORC: la protéine Cdc6 chez S. cerevi-
siae et son analogue, nommé Cdcl8,
chez S. pombe sont nécessaires au
déclenchement de la réplication de
I’ADN. Ce sont des protéines
instables qui s’accumulent en phase
G1 et sont dégradées quand la cellu-
le entre en phase S [19, 20]. Le cycle
cellulaire des souches de levures

mutantes pour les génes CDC6 et
CDCI8 est arrété avec des sections
d’ADN non répliquées. En outre, la
surexpression de Cdcl8 chez S. pombe
réduit le cycle cellulaire a une succes-
sion de phases S [20].

I1 est fort probable que les protéines
Cdc6 et Cdcl8 contrdlent I’entrée en
phase S directement au niveau des
origines de réplication. En effet,
Iexpression du gene Cdc6 est néces-
saire a la formation des complexes de
préréplication en phase Gl (figure 2)
[21] et des interactions biochimiques
entre ORC et Cdcb chez S. cerevisiae
et Cdcl8 chez S. pombe ont été
décrites [22, 23].

Les analogues de Cdc6 ont également
été identifiés chez le xénope et chez
I’homme [24, 25]. La protéine Cdc6
n’est pas considérée comme une
sous-unité du complexe ORC car elle
n’est pas co-purifiée avec ce dernier
[16, 17]. Dans les extraits d’ceufs de
xénope, la protéine Cdc6 est néces-
saire au déclenchement de la réplica-
tion et s’associe a la chromatine
avant la phase S [24]. Dans ce syste-
me, la présence de protéine ORC2
sur la chromatine est nécessaire pour
que Cdcb s’associe a la chromatine
[24]. L’association, au préalable, des
protéines ORC et Cdc6 a la chroma-
tine permet celle d’'une autre famille
de protéines : les MCM.

La famille des protéines MCM

La famille des MCM (mini-chromosome
maintenances) comprend six protéines
(Mcm2-7) qui ont été retrouvées
dans toutes les especes étudiées [6].
Des études chez la levure S. cerevisiae
ont révélé I'importance des MCM
dans le contréle de la réplication de
I’ADN': les souches mutantes pour les
genes MCM sont incapables de répli-
quer 'ADN de plasmides possédant
une origine de réplication. On a éga-
lement suggéré que les MCM partici-
pent a I’établissement des complexes
de préréplication (figure 2) [3].

Par ailleurs, des expériences d’immu-
nolocalisation en fluorescence dans
les cellules de mammifére en culture
ont montré que les protéines MCM
sont localisées dans les noyaux des
cellules. L’immunolocalisation des

MCM dans les noyaux n’est pas uni- m—
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forme et montre, au contraire, que
les protéines MCM forment des agré-
gats, nommeés foci, sur la chromatine
en phase Gl et S. Ces foci de pro-
téines MCM ne correspondent pas
aux sites actifs de réplication [26], ce
qui suggere qu’une fonction des
MCM est d’indiquer a la machinerie
de réplication (ADN polymérases) les
sections du génome qui ne sont pas
encore répliquées.

Des études utilisant des extraits
d’ceufs de xénope ont confirmé
I’importance des protéines MCM
dans le déclenchement de la réplica-
tion [27-29]. En effet, les MCM
contribuent a lactivité RLF (veplica-
tion lincensing factor) nécessaire au
déclenchement de la réplication dans
ce systeme biologique [6]. Le modeéle
du RLF a été proposé pour expliquer
comment 'ensemble de ’'ADN d’une
cellule est répliqué une seule et
unique fois pendant un cycle cellulai-
re [5] (figure 3B). En effet, le RLF est
nécessaire au déclenchement de la
réplication, puis il est détruit ou inac-
tivé, ce qui évite ainsi de répliquer a
nouveau la méme section de 'ADN
au cours d’un cycle cellulaire. Le RLF
a été séparé en deux activités biochi-
miques: RLF-M et RLF-B [27]. Les
protéines MCM contribuent a 'activi-
té RLF-M, et les protéines qui compo-
sent l'activité RLF-B sont en cours
d’identification (J.]J. Blow, communi-
cation personnelle). Les protéines
MCM s’associent a la chromatine
juste avant la phase S puis s’en déta-
chent au cours de la phase S [27, 28].
L’association des protéines MCM a la
chromatine dépend de l’activité de
RLF-B ainsi que de la présence sur la
chromatine des protéines ORC et
Cdc6 [17, 27, 30]. Elle dépendrait
aussi de I’état de phosphorylation des
protéines MCM au cours du cycle cel-
lulaire. En particulier, la protéine
Mcm4 de xénope est hyperphospho-
rylée en métaphase, déphosphorylée
en anaphase puis, de nouveau, par-
tiellement phosphorylée en Gl lors-
qu’elle s’associe a la chromatine [31].
L’hyperphosphorylation de Mcm4 en
métaphase peut étre mimée par
I’ajout de cycline B (la sous-unité
régulatrice de Cdc2), ce qui indique
que Mcm4 pourrait étre un substrat
du complexe Cdc2/cycline B (MPF)
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en mitose [31]. L’activité du com-
plexe RLF-M est relativement
constante au cours du cycle cellulaire,
ce qui suggere que ’hyperphosphory-
lation de Mcm4 par le MPF n’a sans
doute pas d’effet inhibiteur sur RLF-
M [32]. En revanche, RLF-B est pério-
diquement activé au cours du cycle
cellulaire : inactif en métaphase, il est
activé en anaphase puis désactivé en
interphase. Un inhibiteur de I'activité
RLF-B est présent en métaphase et
cet inhibiteur est, soit le complexe

Cdc2/cycline B, soit une protéine a
Pactivité controlée par ce complexe
[32]. Malgré toutes ces informations,
la nature des complexes formés par
les protéines MCM ainsi que leurs
fonctions restent a préciser.

Le complexe Dbf4/Cdc7
et le gene Cdc45 chez S. cerevisiae

Parmi les nombreux genes identifiés
chez la levure S. cerevisiae comme
nécessaires a I'entrée en phase S, il

A | M Fontgimdn % o) s [ G2 [ m |
Métaphase | Anaphase Métaphase
i ¥
B P
->i ) = - - -
——
C MPE Cdc2/cycline B MPE
D MPF Cdc2/cycline A e MPE
Cdk2/cycline E
E ? SPF ?

Figure 3. Le RLF (replication licensing factor) et le SPF (S-phase promoting
factor) contrélent le début de la réplication dans les extraits d’ceufs de xé-
nope. (A) Les différentes phases du cycle cellulaire. (B) Schéma représentant
le modéle du RLF. (C) Activité kinase du complexe Cdc2/cycline B. (D) Activi-
té kinase du complexe Cdc2/cycline A. (E) Activité kinase du complexe
Cdk2/cycline E. L’activité MPF (M-phase promoting factor), contrélant la mi-
tose, est apportée par les complexes Cdc2/cycline B (C) et Cdc2/cycline A (D).
La désactivation rapide du MPF a la transition métaphase/anaphase est due
a la dégradation rapide de ces cyclines mitotiques. Au méme moment, les
chromosomes se décondensent et le RLF vient activer (+) les origines de ré-
plication (B). Une enveloppe nucléaire se forme ensuite autour de I'ADN
pour former un noyau. L’activité RLF ne peut pas traverser cette enveloppe
(B). L’activité kinase du complexe Cdk2/cycline E est constante au cours du
cycle cellulaire et constitue une activité SPF (E). Au fur et 8 mesure de sa syn-
thése au cours de l'interphase, la cycline A apporte d’abord une activité SPF
puis elle participe a I'activité MPF (D). Le début de la réplication a lieu sous
I'impulsion du SPF aux origines qui ont été préparées par le RLF (les
fourches de réplication sont représentées par des ovales (B). L'’ADN des
noyaux en phase G2 est entierement répliqué et la désactivation du RLF (-)
évite les phénoménes de réplication surnuméraire de I’ADN (B). Le complexe
Cdc2/cycline B n’a pas d’activité SPF mais il permet la transition G2/M et peut
étre aidé en cela par I'activité kinase associée a la cycline A (C, D). Sous |'ac-
tion du MPF, les noyaux entrent en mitose, ce qui provoque la rupture de
I’enveloppe nucléaire et la condensation des chromosomes (C). La fonction
de I’activité kinase du complexe Cdk2/cycline E en mitose reste inconnue.

m/s n°11, vol. 13, novembre 97



est utile de mentionner les génes
Cdc7 et Dbf4. Des études génétiques
suggerent que le géne Cdc7 interagi-
rait a la fois avec les geénes ORC et
Cdc28 [33, 34], Cdc28 étant I'ana-
logue de Cdc2 chez la levure S. cerevi-
sige. Quant a la protéine Dbf4, elle a
été isolée lors d’un criblage des pro-
téines qui interagissent avec les ori-
gines de réplication [35]. La protéi-
ne Dbf4 est la sous-unité régulatrice
de la kinase Cdc7 [36]. Ce complexe
a une activitt maximale a la transi-
tion G1/S et pourrait donc participer
avec Cdc28 a D'activation des com-
plexes pré-RC (figure 2). Les cibles de
Cdc7 ne sont pas encore définies
mais un rapport récent indique que
les protéines MCM sont des substrats
probables de cette protéine-kinase
[37].

Enfin, le géne Cdc45 est essentiel au
déclenchement de la réplication chez
S. cerevisiae et il a été montré que
I’expression de ’ARNm correspon-
dant est maximale a la transition
G1/S [38]. De plus, on a montré par
des expériences génétiques que le
geéne CDC45 interagit avec des génes
des familles des MCM et des ORC
[39]. La fonction de la protéine
Cdc4b dans le controle de l'entrée
en phase S reste a préciser.

Les complexes Cdk/cycline
des levures S. pombe et S. cerevisiae

Chez la levure S. pombe, la protéine-
kinase Cdc2 controle les transitions
G1/S et G2/M. Le geéne Cdcl3 code
pour une cycline de type B qui est fai-
blement exprimée en phase S puis
synthétisée abondamment en phase
G2 (figure 4). Cdcl3 s’associe a Cdc2
pour controler la transition G2/M.
En phase G1, un polypeptide,
nommé Ruml, qui est un inhibiteur
spécifique de la protéine-kinase Cdc2
évite I’activation prématurée du com-
plexe Cdc2/Cdcl3 [40]. La synthese
d’une autre cycline, nommée Cig2,
est maximale en fin de phase Gl.
L’activité du complexe Cdc2/Cig2
provoque l'entrée en phase S (figu-
re4). Si le gene de la cycline Cig2 est
délété, une faible activité kinase du
complexe Cdc2/Cdcl3 permet
I'entrée en phase S alors qu’une
forte activité de ce complexe permet

m/s n°11, vol. 13, novembre 97
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Ientrée en phase M [41, 42] (figu-
re4). L’activité de la kinase Cdc2 per-
met donc a la cellule de déterminer
si elle doit entrer en phase S ou en
phase M.

Une autre fonction des complexes
Cdk/cycline chez S. pombe est
d’empécher que les cellules re-répli-
quent leur contenu en ADN plus
d’une fois par cycle cellulaire. Pour
les souches de cette levure qui ont le
gene Cdcl3 délété ou qui sont des
mutants thermosensibles des génes
Cdc2 et Cdcl3, des phases de réplica-
tion successives interviennent en
absence de phase M, entrainant une
augmentation de la ploidie* des cel-
lules. La surproduction de Rum1, qui
inhibe la protéine-kinase Cdc2, a le
méme effet [40] (figure 4). En
I’absence de complexe Cdc2/Cdcl3
actif, la cellule effectue donc une
phase S probablement sous le contro-
le du complexe Cdc2/Cig2. Dans ce
contexte, il semble qu’aucun signal
n’indique a la cellule qu’elle est en
phase G2 et son génome est donc
répliqué a nouveau. Comme la sur-
production de Ruml induit I'accu-
mulation de la protéine Cdcl8 et
permet la survie des cellules dont le
gene Cdcl8 est délété, il est probable
que le complexe Cdc2/Cdcl3
empéche une nouvelle réplication de
I’ADN en controlant négativement la
synthese de la protéine Cdcl18 [43].
Chez la levure S. cerevisiae, 1a protéine-
kinase Cdc28, I’analogue de Cdc2,
forme un dimére avec une des cyclines
Clbl4 (de type B) pour contrdler la
phase M. Cdc28 s’associe a I'une des
cyclines Clb5 ou Clb6 pour permettre
I’entrée en phase S (figure 2) [44].
L’activité de la protéine-kinase Cdc28
doit étre inhibée pour que la protéine
Cdc6 accomplisse son role dans le
déclenchement de la réplication. En
effet, la surproduction de Sicl, un
polypeptide inhibiteur spécifique de la
protéine-kinase Cdc28, induit la for-
mation des complexes pré-RC et une
nouvelle réplication de 'ADN au
cours du méme cycle cellulaire [45].
L’ensemble des résultats accumulés
dans les différents systemes d’étude
indique que les protéines Cdcl8 chez

* Nombre de lots de chromosomes.

Activité kinase de Cdc2

Figure 4. Modéle de la régulation du
cycle cellulaire par la protéine-kinase
Cdc2 chez S. pombe. Chez la levure
S. pombe, la synthése de la cycline
Cig2 (en traits noirs discontinus) est
maximale en fin de phase G1 et le
complexe Cdc2/Cig2 provoque l’en-
trée en phase S. Cig2 est dégradée en
phase G2. La cycline Cdc13 (trait rou-
ge) est faiblement produite en phase
S, fortement synthétisée en phase
G2, puis dégradée en sortie de mito-
se (trait rouge continu). Cdc13 s’asso-
cie & Cdc2 et I'activité kinase maxi-
male du complexe Cdc2/Cdc13
contréle la transition G2/M. En I'ab-
sence de Cig2, une faible activité du
complexe Cdc2/Cdc13 permet I’en-
trée en phase S (fleche rouge). En re-
vanche, en I'absence de Cdc13 la cel-
lule n’entre pas en phase M et 'ADN
est répliqué a nouveau (la seconde
fleche rouge indique le passage en
phase M). En phase G1, le polypepti-
de Rum1, qui est un inhibiteur spéci-
fique de la protéine-kinase Cdc2, évi-
te Il'activation  prématurée  du
complexe Cdc2/Cdc13. La surexpres-
sion de Rum1 inhibe I'activité kinase
du complexe Cdc2/Cdc13 et pro-
voque également une nouvelle répli-
cation de I’ADN, probablement sous
le contréle du complexe Cdc2/Cig2.
La premiéere fléeche rouge horizontale
figure la transition G1/S et la secon-
de, la transition G2/M. Ce sont ces
transitions qui sont contrélées par les
différentes protéines comme indiqué.

S. pombe, Cdcb chez S. cerevisiae et les
protéines composant le systeme RLF
chez le xénope sont probablement
des substrats du complexe Cdc2/
cycline B. Cela suggére que les protéi-
ne-kinases Cdk évitent une nouvelle
réplication de 'ADN au cours d'un
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méme cycle cellulaire, soit en blo-
quant, au cours des phases G2 et M,
I’accumulation de facteurs nécessaires
au début de la réplication au niveau
des origines de réplication, soit en
inhibant I’activation de ces facteurs.

Les complexes Cdk/cycline
chez les métazoaires

Dans les extraits d’ceufs de xénope,
au moins deux signaux différents
sont nécessaires au déclenchement
de la réplication de ’ADN [6].
D’abord, le RLF prépare les origines
de réplication et empéche 'ADN de
re-répliquer au cours du méme cycle
cellulaire (voir ci-dessus). Ensuite, le
SPF (S-phase promoting factor) active le
début de la réplication aux origines
préparées par le RLF. Chacun des
complexes Cdk2/cycline E, Cdk2/
cycline A et Cdc2/cycline A possede
une activité SPF [46]. De plus, le
complexe Cdc2/cycline A peut com-
penser un déficit en cycline E et la
protéine-kinase Cdc2 peut, dans cer-
taines conditions, compenser un défi-
cit en kinase Cdk2 [46, 47]. Une
faible activité kinase associée a la
cycline A provoque I’entrée en phase
S et une forte activité provoque
I’entrée en mitose [46] (figure 3D), de
maniere similaire a la cycline Cdcl3
chez S. pombe (figure 4).

La cycline E est stable tout au long
du cycle cellulaire dans les extraits
d’ceufs de xénope, ce qui suggere
que le complexe Cdk2/cycline E
jouerait également un autre role en
phase G2 ou M, différent de son role
en phase S [48] (figure 3E). Effective-
ment, la kinase Cdc2 nécessaire a
I’entrée en phase M peut étre activée
par Cdk2 [49]. L’ensemble de ces
données suggére que le complexe
Cdk2/cycline E produit une activité
SPF basale, et que le complexe
Cdc2/cycline A contribue a I'activité
SPF lorsque la cycline A commence a
étre traduite, pour ensuite participer
a lactivité MPF (figure 3D, E).

Dans les cellules de mammifére en
culture, l'injection d’anticorps anti-
Cdk2 ou I’expression d’un mutant
dominant négatif de cette protéine-
kinase inhibe la progression en phase
S [50]. Par ailleurs, il n’est pas exclu

s que la protéine-kinase Cdc2 joue un
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role dans le controle de 'entrée en
phase S des cellules de mammiferes
puisque l'injection d’anticorps anti-
Cdc2 dans les lymphocytes T inhibe
Ientrée en phase S [51]. La protéine-
kinase Cdk2 forme des complexes
avec la cycline E et la cycline A dans
les fibroblastes en phase S [52, 53].
L’injection d’anticorps anti-cycline A,
ou anti-cycline E, empéche les cellules
d’entrer en phase S [54, 55] et la sur-
expression des cyclines A, ou E, dans
les cellules en culture induit I'entrée
prématurée en phase S [56, 55].

Un nouveau systéme acellulaire per-
met d’étudier in vitro la transition
G1/S au cours du cycle cellulaire
somatique [57]. Dans ce systéme, des
noyaux isolés de cellules Hela sont
mis en présence de fractions pro-
téiques provenant des mémes cel-
lules. L’ADN est répliqué pour 10 %
a 35% des noyaux en phase G1
(dépendant de leur position dans la
phase G1) quand ils sont mis en pré-
sence d’extraits cytoplasmiques et
nucléaires de cellules en phase S. Les
extraits nucléaires en phase S peu-
vent étre remplacés par les com-
plexes Cdk2/cycline E et Cdk2/cycli-
ne A [57], suggérant que ces deux
complexes doivent fonctionner en
synergie pour éviter que les noyaux
en phase G1 entrent en phase S.

Les partenaires des complexes Cdk/
cycline pour I’entrée en phase S

Malgré les progres effectués récem-
ment dans ’étude des mécanismes
qui controlent I'entrée en phase S,
les substrats physiologiques des diffé-
rents complexes Cdk/cycline ne sont
pas identifiés. Cependant, des expé-
riences d’immunoprécipitation a par-
tir de cellules de mammiferes en cul-
ture ont montré que ces complexes
s’associent a d’autres protéines. En
fin de phase GI, le facteur de trans-
cription E2F, responsable de
I’expression de génes nécessaires a
Ientrée en phase S, s’associe au com-
plexe Cdk2/cycline E pour étre acti-
vé [58]. En phase S, la cycline E est
remplacée par la cycline A et le com-
plexe Cdk2/cycline A phosphoryle
directement E2F pour, cette fois,
inhiber son activité [58, 59]. Dans les
cellules transformées, les protéines

pl9%! and p45%2sont associées au
complexe Cdk2/cycline A et la pro-
téine p45%? serait importante pour
que la réplication ait lieu [60]. Dans
les fibroblastes normaux, le com-
plexe Cdk2/cycline A est associé au
co-facteur PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) de ’'ADN polymérase
d, nécessaire a la réplication de
I'ADN. Le complexe Cdk2/cycline A
s’associe également au polypeptide
p21¢! qui est un inhibiteur spéci-
fique des protéine-kinases de la famil-
le des Cdk [61].

De nombreux polypeptides inhibi-
teurs des complexes Cdk/cycline ont
été mis en évidence dans toutes les
especes étudiées [61]. Ces inhibi-
teurs permettraient la coordination
des activités Cdk/cycline au cours du
cycle cellulaire. La perte ou le dys-
fonctionnement de ces molécules
inhibitrices pourrait entrainer une
prolifération cellulaire incontrolée
ou la désorganisation des phases du
cycle cellulaire. Par exemple, le poly-
peptide p21¢#! a été identifié simulta-
nément comme une protéine liant et
inhibant les Cdk et comme le produit
d’un gene dont la synthese est indui-
te par la protéine p53, un suppres-
seur de tumeur et, enfin, comme une
protéine qui est synthétisée en exces
dans les cellules sénescentes [61].
Dans les extraits d’oeufs de xénope,
P21 est un inhibiteur de Cdk2 et
du SPF. L’inhibition de la réplication
dans les extraits traités par p21¢’
peut étre levée si une des cyclines, E
ou A, est rajoutée a ces extraits [62,
63]. La convergence des résultats
obtenus dans des modeles d’études
différents devrait permettre d’identi-
fier les substrats physiologiques des
complexes Cdk/cycline possédant
une activité SPF. Ces substrats sont
vraisemblablement localisés dans les
noyaux des cellules et/ou associés a
la chromatine et les protéines ORC,
Cdc6 et MCM représentent évidem-
ment de bons candidats.

Conclusion

La mise en route de la réplication
des chromosomes eucaryotes est un
processus multi-étapes, impliquant
de nombreuses activités biochi-
miques finement controlées avant
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méme que le premier nucléotide ne
soit incorporé dans le brin d’ADN
naissant. Ces étapes commencent a
étre comprises grace aux études
visant a identifier les protéines qui
s’associent a la chromatine. Les pro-
téines ORC, MCM, Cdc6, Cdk/cycli-
ne, qui permettent aux chromo-
somes d’étre répliqués une seule fois
au cours d’'un méme cycle cellulaire,
ont été conservées au cours de 1’évo-
lution. L’étude des interactions entre
ces différentes protéines ainsi que
I’analyse de leurs fonctions devrait
permettre de comprendre comment
les origines de réplication sont défi-
nies chez les métazoaires
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—— * ABREVIATIONS * ———

ARS : autonomously replicating
sequence

ACS : ARS concensus sequence

Cdc: cell division cycle

Cdk: cyclin dependent kinase

CHO: chinese hamster ovary

Clb : cycline de type B chez
S. cerevisiae

LCR: locus control region.

MCM : mini-chromosome mainte-
nance

MPF: M-phase ou mitosis promo-
ting factor

ORC:': origin recognition complex.

PCNA : proliferating cell nuclear
antigen

Pre-RC: pre-replication complex

RLF: replication licensing factor

SPF: S-phase promoting factor

Summary

How is a cycle of DNA replication
initiated in eukaryotes?

Important progress in the unders-
tanding of the mechanisms which
control the initiation of DNA repli-
cation in eukaryotes has been
made in the past few years. DNA
replication origins have been pre-
cisely characterised in the yeast
Saccharomyces cerevisiae and much
effort has been made in trying to
identify their counterparts in meta-
zoans. During the cell cycle, many
protein complexes associate with
replication origins and play a ma-
jor role in the regulation of DNA
replication. The Origin Recogni-
tion Complex (ORC) recognises
and binds to replication origins
throughout the cell cycle. In Gl
phase, the Cdc6 protein and the
proteins of the MCM family (mini-
chromosome maintenance 2-7)
also bind to the chromatin. Thus,
these protein complexes associate
sequentially with the chromatin
and are all necessary for DNA re-
plication to initiate. During S pha-
se, dissociation of MCM from the
chromatin prevents an origin from
firing more than once in a single
cell cycle. The Cyclin-dependent
kinases (Cdks) provide an overall
control of the cell cycle. Indeed,
Cdks have at least two important
function in regulating DNA repli-
cation: Cdks both stimulate the ini-
tiation of DNA replication and pre-
vent replication to occur more
than once in a single cell cycle. Al-
though the details of these
controls remain unclear, recent
work indicates that the interaction
of the Cdks with Cdc6 and MCM
proteins could regulate their bin-
ding to the replication origins du-
ring the cell cycle.

S. Chevalier.
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