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La mitose
sous surveillance

Anna Castro, Suzanne Vigneron,
Thierry Lorca, Jean-Claude Labbé

> Le point de contrdle mitotique est essentiel
pour permettre une répartition équitable du
matériel génétique au cours de la mitose. Il pré-
vient le déclenchement de I’anaphase jusqu’a ce
que tous les chromosomes soient attachés au
fuseau mitotique et alignés sur la plaque équa-
toriale. Sa fonction est d’empécher une ubiqui-
tine ligase - I"anaphase promoting complex
(APC) - d’ubiquitinyler certaines protéines dont
la dégradation est nécessaire a la mise en route
de ’anaphase. Chez les eucaryotes supérieurs, la
perte de ce point de controle peut conduire a une
mauvaise répartition des chromosomes, et
contribuer ainsi a I"instabilité génomique obser-
vée dans la plupart des cellules tumorales. <

La transmission fidele de I'information génétique a
chaque division cellulaire est essentielle pour le déve-
loppement normal d’un organisme, et par la suite a sa
survie. Pour se diviser, une cellule doit d’abord répliquer
son génome. Au cours de cette phase, les deux brins
complémentaires d’ADN formant les chromatides se
séparent, et leur séquence complémentaire est reco-
piée, donnant naissance a deux chromatides identiques.
Au fur et a mesure de leur formation, les chromatides
sceurs restent physiquement liées grace a I'assemblage
de complexes protéiques nommés cohésines. La cohé-
sion entre les chromatides sceurs est indispensable au
partage équitable du génome qui aura lieu lors de la
phase de division proprement dite, la mitose.

L’entrée en mitose, ou prophase, est caractérisée par la
condensation des chromosomes et par la séparation des
centres organisateurs des microtubules (centrosomes)
qui formeront les pdles du fuseau mitotique. €n fin de
prophase, I’enveloppe nucléaire disparait. Pendant la
prométaphase, le réseau microtubulaire se réorganise a
partir des centrosomes autour desquels les extrémités
« moins » des microtubules se rassemblent, tandis que
les extrémités « plus » capturent les chromosomes,
entrainant la formation d’un fuseau bipolaire. Cette
formation dépend a la fois de la dynamique des micro-
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[1]. Pendant cette

période, les chromatides sceurs de chaque chromosome

sont capturées par des microtubules émanant des pdles

opposés du fuseau. Cette capture se produit par I’inter-
médiaire d’une structure protéique assemblée sur I’ADN
centromérique des chromatides, le kinétochore. Une fois
I"attachement bipolaire acquis, les chromosomes s’ali-
gnent sur la plaque équatoriale du fuseau: la méta-
phase correspond au moment ol tous les chromosomes
sont alignés. Pendant I’anaphase, les chromatides
sceurs migrent vers les poles opposés du fuseau.

La transition métaphase/anaphase (M/A) n’intervient
qu’apres I'alignement du dernier chromosome: c’est seule-
ment & ce stade que la cohésion entre les chromatides
sceurs est rompue. Si la transition M/A avait lieu avant que
tous les chromosomes ne soient reliés aux deux pdles du
fuseau, cela conduirait inévitablement a une répartition
inégale du génome et a la naissance de cellules aneu-
ploides, avec des conséquences qui peuvent étre catastro-
phiques pour I'organisme. Cette étape cruciale est sous la
surveillance d’un mécanisme appelé point de controle de
Pintégrité du fuseau, ou point de contréle mitotique.
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(0) mss La transition M/A: une histoire de protéolyse
2002, n° 12,
p- 1219 L’entrée en mitose est provoquée par I'activation du
MPF (M-phase promoting factor), une protéine kinase
hétérodimérique formée d’une sous-unité catalytique,
Cdc?, et d’une sous-unité activatrice, la cycline B [2].
La transition M/A coincide avec la dégradation protéo-
lytique de la cycline B et I'inactivation de Cdc?2. La
dégradation de la cycline B nécessite en premier lieu
son « étiquetage » par des chaines d’ubiquitine [3],
assuré par I’€3 ubiquitine ligase, nommée APC (ana-
phase-promoting complex), en association avec son activateur
Cdc20/Fizzy [4, 5]. La cycline est reconnue par le complexe APC-
Cdc20/Fizzy (APCF™) grdce & la présence, dans sa séquence, d’un
motif oligopeptitique appelé boite de destruction (D-Box) [3]. La
cycline B ainsi ubiquitinylée est reconnue et dégradée par le protéa-
some 26S (Figure 1).

Jusqu’en 1993, I'idée pré-

tifiée dans de nombreuses espéces, et appelée sécurine
[7]. Son réle est de complexer et d’inhiber une cystéine
protéase appartenant a la famille des caspases, la
séparase. A la transition M/A, la sécurine est dégradée
et libére la séparase, chargée du clivage de la sous-
unité Sccl des complexes cohésines, événement essen-
tiel a la perte de cohésion des chromatides sceurs et a
leur ségrégation [8, 91 (Figure 2) (0).

Le point de controle mitotique: a chacun son lot

La phase de capture des chromosomes par les microtu-
bules est un processus aléatoire. Sa durée est donc
variable, et peut méme prendre plusieurs heures lors-
qu’un des chromosomes est mal orienté par rapport aux
poles du fuseau. Durant cette phase, MPF doit rester
actif; or, en "absence de chromosomes, la durée de vie

valait que seule la dégra-

dation de la cycline B était

nécessaire a la transition . (
o, Fizzy

M/A et aux événements APC

cytologiques  qui en (€3)

découlent. Holloway et

Murray [6] ont montré i:gﬁzzy

qu’il n’en est rien: le blo- APC

cage de la machinerie (€3)
participant a la dégrada- /-\ D-Box 5

tion de la cycline B, par un €9 -

peptide contenant le

motif D-Box, stabilise le

complexe Cdc2-cycline B

(MPF) et empéche égale-

ment la séparation des -O ATP
chromatides sceurs et la i
décondensation des chro- AMP (ubJ
mosomes. €n revanche, le

maintien de I’activité MPF

par une forme stable de la
cycline B prévient seule-

TR

MPF

b

Ubiquitinylation P

ﬁ D-Box —

@@‘
D

i Protéasome 26S

Dégradation

ment la décondensation  Figure 1. Le complexe APC contréle Pubiquitinylation de substrats mitotiques. Les réactions d’ubiquitinylation

des chromosomes. Ces  nécessitent trois types d’enzymes appelées €1, €2 et €3. €n principe, €3 apporte la spécificité pour la protéine

résultats suggerent I'exis-  cible de 'ubiquitinylation. Le complexe APC (anaphase-promoting complex) est un édifice moléculaire composé
tence d’une protéine pos-  d’au moins 11 sous-unités. |l posséde une activité €3 ubiquitine ligase, et collabore avec ’enzyme d’activation de
sédant un motif D-Box,  Iubiquitine (€1) et ’enzyme de conjugaison (€2) pour catalyser le transfert de molécules d’ubiquitine (Ub) sur
mais différente de la  desrésidus lysine de molécules substrats. La réitération de la réaction entraine I’allongement de la chaine d’ubi-
cycline B, devant &tre spé-  quitine. La protéine Fizzy se lie au complexe APC et I'active. Lorsque la cellule entre en mitose, la kinase mitotique
cifiquement dégradée  Cdc2-cycline B (ou MPF pour M-phase promoting factor) phosphoryle PAPC, ce qui augmente I’affinité de Fizzy
pour permettre la sépara-  pour I’APC, permettant ainsi la formation de nombreux complexes APC# actifs, nécessaires & I’ubiquitinylation

tion des chromatides  delasécurine et de la cycline B au cours de la mitose. Ces protéines ainsi « étiquetées » sont reconnues et rapi-

sceurs [6]. Par la suite,  dement dégradées en petits peptides par le protéasome 26S. Le symbole jaune appliqué sur les entités molécu-

cette protéine a été iden-  [aires refléte un état activé.
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de MPF est limitée par le fait qu’il est lui-méme a I’ori-
gine de I’activation de la voie de dégradation de la
cycline B, sa sous-unité activatrice [10]. Il existe donc
nécessairement un mécanisme de couplage entre la
phase de capture des chromosomes et la phase d’inac-
tivation de MPF: il s’agit du point de contrdle mitotique.
D’une facon générale, les points de contrdle sont des
mécanismes élaborés par la cellule pour asservir le
déclenchement d’un événement B a la terminaison d’un
événement A, les deux événements étant mécanistique-
ment indépendants. €n I'occurrence, le point de
contrdle mitotique prolonge la durée de vie du MPF tant
que tous les chromosomes ne sont pas alignés, assurant
le partage des chromosomes en deux lots identiques
entre les cellules filles.

Expérimentalement, ce point de contrdle est révélé par
I"arrét en prométaphase de cellules exposées a des poi-
sons des microtubules qui provoquent leur dépolyméri-
sation, comme le nocodazole ou le bénomyl (les chro-
mosomes ne peuvent s’aligner en raison de I’absence de
fuseau). Des expériences de criblage génétique menées
chez la levure Saccharomyces cerevisiae ont pour la pre-
miére fois permis d’identifier différents genes impliqués
dans la voie de signalisation de ce point de contrdle.

Des mutants de délétion de chacun des genes madl,

mad?2, mad3 (mitotic arrest deficient) [11] et bubl et

bub3 (budding uninhibited by benomyl) [12] ne s’arré-

tent pas en mitose malgré la présence d’agents dépoly-

mérisateurs des microtubules. La protéine kinase Mpsl,

nécessaire pour la duplication du spindle pole body,

équivalent fonctionnel du centrosome chez la levure, a

par la suite été identifiée comme un composant essen-

tiel du point de contréle mitotique [13]. Sa surexpres-

sion provoque un arrét en métaphase. Cet arrét néces-

site la fonction des produits de chacun des genes mad

et bub [14]. Mpsl excepté, ces génes ne sont pas

essentiels chez la levure, leur délétion n’empéchant pas

la multiplication des cellules.

Lidentification d’homologues fonctionnels de ces

génes suggere que le mécanisme de base de ce point de

contr6le est conservé chez les eucaryotes supérieurs,

bien que d’autres protéines essentielles a son fonctionnement aient

été recensées, telles que la protéine kinase BubR1 (hybride entre la

protéine kinase Bubl et Mad3) [15], la kinésine CENP-E (centromeric

protein €) [16], les protéines Zeste white 10 (Zw10) et Rough Deal

(Rod) [17, 18], ainsi qu’une forme de MAP-kinase (microtubule asso-

ciated protein-kinase) [19].

Le lien a pu étre fait entre le point de contréle mitotique et la machine-
rie de dégradation de la

cycline B grace alamise en
évidence d’une interaction

i} O physique entre Mad2 et
Fizzy APC dans les cellules HeLa

s N Protéasome > (ub bloquées en prométaphase
Ub) parle nocodazole, et grace

a la démonstration selon
laquelle Mad? purifié est
capable de bloquer la
Chromatide dégradation de la cycline B
dans les extraits mito-
tiques d’ceufs de xénope.

3
& /
%m >@ B<> f@ ? @ @ < E fiofns’elcfnla(lqujlleCdCZtO/

Complexe
cohésine

Microtubule
METAPHASE Kinétochore

@ Fizzy est le lien physique
entre Mad? et APC [21], et
apres Iobtention de mu-
tants thermosensibles de

il S. cerevisiae et de

S. pombe incapables d’in-

Figure 2. Le complexe APC"™ régle la transition métaphase/anaphase. La séparation des chromatides sceurs au ~ teragir avec Mad2 et de

cours de la mitose est étroitement réglée pour assurer aux deux cellules filles un lot équivalent de chromosomes. ~ s’arréter en mitose en pré-
Les deux chromatides sceurs sont maintenues associées par des complexes protéiques appelés cohésines. Lasécu-  sence de nocodazole [22,
rine est associée a une protéase de la famille des caspases, la séparase, et la maintient inactive. Ala transition 23], Cdc20/Fizzy  est

métaphase/anaphase, le complexe APCT? actif ubiquitinyle (Ub) la sécurine, qui est alors dégradée par le pro- ~ apparu comme la cible du

téasome 26S. La séparase est alors libérée, s’active et clive la sous-unité Sccl du complexe cohésine, autorisant systeme de contréle sur le

la séparation des chromatides sceurs. Le symbole jaune appliqué sur les entités moléculaires refléte un état activé.  Systeme effecteur.
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Le kinétochore: I’ceil du juste geant le mouvement des chromosomes vers la plaque

équatoriale pendant la phase d’alignement. Au

Le point de contrdle mitotique peut détecter des défauts  contraire, elles sont trés peu présentes, voire absentes
affectant le fuseau de multiples fagons, se résumant en ce qui concerne les protéines Mad, sur les kinéto-

toutes & une modification de I’état des kinétochores. Chez S. cerevi-  chores des chromosomes alignés [28]. La méme évolu-

siae, une perturbation de I"assemblage des kinétochores ou de leur tion spatio-temporelle de localisation avait déja été

attachement aux micro-
tubules, résultant de mu-
tations dans la séquence
centromérique ou dans la
protéine Ctf13 qui se lie a
cette séquence, provoque
un arrét mitotique. Cet
arrét ne se produit que si
les genes mad et bub sont
fonctionnels [24]. D’un
autre coté, les cellules
dépourvues de la protéine
Ndcl0, sans laquelle les
kinétochores ne peuvent
se former, ne s’arrétent
pas en mitose quant elles
sont traitées par le noco-
dazole [25]. Dans les cel-
lules Ptkl, la destruction
par microchirurgie au
laser du kinétochore libre
du dernier chromosome
retardataire rend impos-
sible son alignement;
pourtant, la cellule dé-
clenche 'anaphase, com-
me si elle se « croyait » en
métaphase [26]. Len-
semble de ces données
suggere que les kinéto-
chores libres, ou présen-
tant un défaut de liaison
aux microtubules, émet-
tent un signal qui
empéche la transition M/A
(Figure 3).

La localisation subcellu-
laire des protéines du
point de contrdle mito-
tique est en adéquation
avec cette hypothese
[27]. Les protéines Mad et
Bub se localisent préfé-
rentiellement sur les kiné-
tochores libres, ou encore
sur les kinétochores diri-

s

°
Laser 2

N

\

.

— %

I
!
=
!

\W

p{) %/N j

® Mad? —— Microtubule

Kinétochore & Kinétochore détruit

—

V

Centrosome &= Chromatide

Figure 3. Les kinétochores libres inhibent la transition M/A. Une cellule en mitose ne commence "anaphase que
lorsque le dernier chromosome s’est positionné sur la plaque équatoriale du fuseau (a gauche). Les protéines du
point de controle se localisent sur les kinétochores, préférentiellement libres, des chromosomes non attachés ou
mono-orientés. Lorsqu’un chromosome acquiert un attachement bipolaire, ’abondance de ces protéines diminue
progressivement sur le kinétochore qui dirige le déplacement du chromosome vers la plaque équatoriale. €n par-
ticulier, Mad? est indétectable sur les kinétochores des chromosomes déja alignés. La destruction au micro-laser

du dernier kinétochore libre déclenche I’anaphase (voie droite).
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décrite pour I’épitope 3F3/2, un phosphoépitope com-
mun & beaucoup de protéines phosphorylées en mitose.
Dans les cellules Ptkl, I"injection d’anticorps anti-Mad?
provoque une entrée prématurée en anaphase, montrant
que le point de contrdle mitotique fonctionne de fagon
systématique lors de chaque mitose [29]. Au contraire,
I’injection d’anticorps 3F3/2 protége son épitope de la
déphosphorylation et retarde I’anaphase, suggérant
qu’un événement de déphosphorylation est impliqué
dans la transition M/A [30].

L’attachement, c’est bien,
avec de la tension, c’est mieux

Chez la mante religieuse, les spermatocytes contiennent
trois chromosomes sexuels, un Y et deux X génétique-
ment différents, associés sous forme d’un chromosome
trivalent (Figure 4A). Il arrive parfois qu’un des chromo-
somes X se détache, et ne soit alors relié qu’a un pdle.
Dans ces spermatocytes, la maturation méiotique s’ar-

réte en métaphase de premiere méiose, alors que tous () mys

les kinétochores se sont liés a leur complément de 2002, n°4,

microtubules. Cet arrét est corrélé a la présence de  P-474

I’épitope 3F3/2 sur le kinétochore du X « libre ». X. Li et

R.B. Nicklas ont montré qu’il est possible de déclencher

I’anaphase dans ces spermatocytes en exercant une

force de traction avec une micro-aiguille sur le chromo-

some X « libre ». La reprise du cycle est corrélée avec la

disparition de I’épitope 3F3/2 [31] (Figure 4). Ces résul-

tats tendent a montrer qu’un point de contréle sensible

a la tension, au niveau des kinétochores, s’exerce dans

ces spermatocytes.

Chez S. cerevisiae, certains mutants qui entrent en

mitose sans avoir répliqué leur génome ne peuvent en

sortir. Dans ces conditions, chaque chromosome ne comporte qu’une

seule chromatide, ne posséde qu’un kinétochore et ne peut donc

acquérir 'attachement bipolaire qui est la source de la tension s’exer-

cant normalement entre les kinétochores fréres. €n raison de la mor-

phologie allongée de leur fuseau, ces cellules semblaient bloquées

apres la transition M/A. Le point de contrdle ne paraissait donc sen-
sible qu'a I'état d’atta-
chement des kinétochores

A B

[\ 7

X1 XZ

aux microtubules. Or, une
étude plus fine de ces
mutants a révélé que la
sécurine n’était pas dé-

> ] n

I gradée, signifiant que la

transition M/A n’avait pas
X1 eu lieu. Dans ces mutants,
le point de controle est
donc en activité et sen-

X1 sible a 'absence de ten-

sion. Cet arrét dépend
y A\ bien de Mad? et - contrai-
X rement a Iarrét produit
par le nocodazole - de la

\ Y protéine kinase Ipll (ap-
Vi partenant a la famille des

protéine kinases Aurora)

Epitope 3F3/2 [32, 33] (0). Ces travaux

suggerent que le point de

Figure 4. L’absence de tension au niveau des kinétochores est détectée par le point de contréle mitotique. Lamantereli- ~ contréle mitotique dis-

gieuse possede trois chromosomes sexuels, un Y et deux X. A. Au cours de la méiose des spermatocytes, le chromosome ~ pose de deux types de

Y est connecté aux deux chromosomes X. Normalement, le chromosome Y et les deux chromosomes X sont reliés aux <« SENSeUrs », I’un sensible

poles opposés du fuseau et sont soumis aux forces de traction s’exercant vers les pdles. La maturation méiotique se @ I’état d’attachement

poursuit et les chromosomes sexuels se séparent. B. |l arrive parfois qu’un des chromosomes X ne soit plus connecté au ~ des kinétochores, I'autre

chromosome Y. Le chromosome X « libre » (X2 sur la figure) n’est alors relié physiquement qu’a un seul péle. Son kiné- @ la tension.

tochore est fortement décoré par le phosphoépitope 3F3/2, en corrélation avec I"absence de tension. Dans ce cas, la Cette double sensibilité du

méiose s’arréte et le spermatocyte reste bloqué en métaphase, ce qui indique Pexistence d’un point de contréle. C. Si  point de contrble semble

une traction est exercée, a I'aide d’une micro-aiguille (en rouge), sur le chromosome X « libre » en direction du pole étre un caracteére conservé

opposé, la méiose reprend et les chromosomes X et Y connectés se séparent (la flécheg symbolise la traction). Cela @ travers les especes. Chez

est corrélé avec la disparition du phosphoépitope 3F3/2 sur le kinétochore du chromosome X « libre ». la drosophile, on peut dis-

M/Sn® 3, vol. 19, mars 2003
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tinguer les mutants Bubl, dont les cellules entrent en
anaphase avant que tous les kinétochores ne soient cor-
rectement attachés [34], et les mutants Rod et Zw10, ol
’anaphase commence apres I’attachement de tous les
kinétochores, mais avant I"alignement de tous les chro-
mosomes [18]. Chez les vertébrés, un blocage en méta-
phase peut également étre obtenu par des agents qui
alterent la dynamique du fuseau, sans le détruire. La
faible distance séparant alors les kinétochores fréres
démontre une absence de tension entre eux. Le phos-
phoépitope 3F3/2 est présent sur tous les kinétochores,
contrairement a Mad2 qui ne se localise que sur certains,
suggérant que la perte de tension ne suffit pas, en soi, a
provoquer cette localisation. 'implication de Mad?2 dans
le signal inhibiteur provoqué par I"absence de tension est donc actuelle-
ment controversée chez les vertébrés [35, 36].

La valse des interactions

D’abondantes interactions entre les protéines du point de contrdle mito-
tique ont été décrites,

[37]. CENP-€ interagit directement avec BubRl. Par
ailleurs, les protéines Madl,?2 et Bub3, 1, et R1 ont égale-
ment été trouvées en association avec I’APC [38].

La ballade de Mad?2

Le kinétochore libre semble étre le lieu de production
d’une forme transitoire de Mad2 capable d’inhiber
APCF et |a transition M/A (Figure 5). L’étude dyna-
mique du comportement d’une protéine Mad? fluores-
cente, surexprimée dans des cellules vivantes, montre
que Mad? s’associe transitoirement aux kinétochores,
avec un temps de demi-renouvellement d’environ 20
secondes. De plus, Mad? transite le long des microtu-
bules, des kinétochores vers les péles, derniers endroits
de "appareil mitotique que quitte Mad2 avant la transi-
tion M/A [39]. Quand le point de contrdle est activé par
le nocodazole, Mad? se localise uniquement sur les kiné-
tochores, ce qui suggere que sa présence sur les poles
dépend exclusivement de son transport sur les microtu-

laissant supposer I’exis-

. L o
t.ence d|mportat1ts e.d|— Mad2 | Mad2 A
fices supramoléculaires — >
. ! S
dont les fonctions sont Mad2 | Mad2
encore obscures. On sait 7*7 Prométaphase
) Mad?2 [ Mad2

avec certitude que Madl
interagit avec Mad2, et
que ’interaction du com-
plexe Mad1-Mad2 avec les

kinétochores dépend de APC

Madl. De plus, Mad2 inter-
agit directement avec
Cdc20/Fizzy. Chez la
levure, cette interaction Madl
disparait dans les mutants

de délétion de madI. Bub3 /
interagit avec Bubl et é
BubR1, cette interaction

étant essentielle a leur

Mad?2

localisation sur les kinéto-
chores. Dans les extraits

Mad?2 ( Mad?2

_ * —

Fizzy

@ & Anaphase

I

Fizzy
APC

=

Métaphase

d’ceufs de xénope, la loca-  Figure 5. Modéle fonctionnel de base du point de contréle mitotique. Ce modéle s’appuie sur quatre données

lisation du complexe  majeures: le kinétochore libre émet un signal inhibiteur, Mad?2 sous forme tétramérique inhibe I’activité d’ubiqui-
Mad1l-Mad? sur les kinéto-  tinylation de ’APC, alors qu’une forme monomérique en est incapable, Mad? se lie directement a Cdc20/Fizzy, et
chores dépend du com-  desmutants de Cdc20, chezS. cerevisiae, incapables de se lier & Mad?2, ont un point de contréle défectueux. Dans

plexe Bub3-Bubl, mais pas  ce modzéle, le kinétochore libre est une plate-forme de production d’un signal inhibiteur de la transition méta-

de Pactivité kinase de  phase/anaphase. €n prométaphase (A, et agrandissement & gauche sur le schéma), les kinétochores libres se
Bubl. Elle dépend égale-  lient @ Mad2 via Madl, ce qui aboutit & la formation d’une forme transitoirement activée de Mad2 capable de se
ment de la chromokinésine  lier et d’inhiber APCT, ce qui empéche la transition M/A. Une fois tous les chromosomes alignés sur la plaque
CENP-E et de I'activité de  équatoriale (B), la forme inhibitrice de Mad? cesse d’étre produite, APC n’est plus inhibé et la transition M/A
la protéine kinase Mpsl  alieu (€). Le symbole jaune appliqué sur les entités moléculaires refléte un état activé.
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bules. Les protéines Rod et Zwl0 sont essentielles au
fonctionnement du mécanisme de surveillance chez les
eucaryotes supérieurs. €Elles sont nécessaires au recru-
tement de la dynéine au niveau des kinétochores. La
dynéine est un moteur moléculaire se déplagant vers
extrémité « moins » des microtubules et est vraisem-
blablement impliquée dans le transport de Mad?.
Lorsque deux fuseaux sont présents dans une méme cel-
lule, le premier fuseau a atteindre la métaphase entre
en anaphase. Il provoque alors une anaphase prématu-
rée du second fuseau, méme si celui-ci présente encore
plusieurs chromosomes mono-orientés, c’est-a-dire
attachés a un seul pole. Ces observations laissent pen-
ser que la transmission du signal inhibiteur produit par
le kinétochore libre d’un chromosome mono-orienté est
liée a sa connexion au fuseau, et qu’un signal positif
dominant est a Iorigine de la transition M/A [40]. Dans
les cellules Hela, la cycline B disparait d’abord sur le
fuseau et les chromosomes [41]. Chez la drosophile, la
destruction de la cycline B commence d’abord aux
niveaux des poles, s’étend ensuite au reste du fuseau
[42] et dépend de la connexion centrosomes/fuseau
[43]. €n effet, chez les mutants Cfo (centrosome fall
off), dont les centrosomes se détachent du fuseau aprés
la transition M/A, la destruction de la cycline B continue
sur les centrosomes et s’arréte sur le reste du fuseau.
D’un coté, Mad? transite des kinétochores vers les poles,
semblant centraliser Iinformation émise par tous les
chromosomes qui lui sont liés, et maintenir le point de
controle en activité. D’un autre coté, le centrosome
apparait comme le lieu d’amorcage des dégradations
dépendant de I’APC"™, |a propagation de ces dégrada-
tions au reste de la cellule dépendant de la liaison entre
centrosome et fuseau. Un complexe entre BubR1-Bub3-
Mad2-Cdc20 a récemment été purifié, a partir d’extraits
cellulaires, sur la base d’une activité capable d’inhiber
I’APC. Ces complexes existent quelle que soit la phase du
cycle cellulaire, a des moments ou les kinétochores ne
sont pas encore matures [44]. A I'inverse, seule une
forme mitotique de ’APC semble sensible a leur activité
inhibitrice, suggérant que le mécanisme de surveillance
contrdle la sensibilité de I’APC a 'inhibiteur, plutdt que
Iinhibiteur lui-méme.

La socialisation cellulaire et
la nécessité du partage

Curieusement, le point de controle mitotique était ini-
tialement per¢cu comme un mécanisme activé occasion-
nellement en cas de défaillance de "appareil mitotique,
alors que la notion de dernier kinétochore libre inhibi-
teur de la transition M/A implique un mécanisme fonc-
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tionnant de fagon systématique. Cette vision était lar-
gement due aux études menées sur les mutants de délé-
tion de ces genes chez la levure. Ces mutants se divisent
sans que la transition M/A ne semble avoir lieu préma-
turément, mais leur descendance présente un taux
anormalement élevé d’aneuploidie.

Au contraire, chez les métazoaires, un point de controle
mitotique défectueux provoque une entrée prématurée
en anaphase [29], avec des conséquences d’autant plus
graves que la survie cellulaire n’est pas un critére suffi-
sant a la survie de I'organisme. Les pertes de fonction de
Bubl chez la drosophile, et celles de Mad?2 et Bub3 chez
la souris, sont Iétales tres tot au cours du développe-
ment embryonnaire [36, 45]. Dans un organisme déja
développé, la mort cellulaire en cas d’aneuploidie est ce
qu’il y a de plus souhaitable. €n effet, la plupart des
tumeurs présentent une instabilité génétique au niveau
chromosomique. Il apparait de plus en plus que des
défaillances du point de controle mitotique sont a I’ori-
gine de cette instabilité, sans doute elle-méme impli-
quée dans le processus de cancérisation [46] (0). Les
protéines humaines HsBubl et HsBubR1 ont été trouvées
mutées dans des cellules de cancer du cdlon [47],
HsMadl interagit avec la protéine Tax du virus HTLV-1,
impliquée dans certaines leucémies [48]. La quantité de
HsMad? est fortement diminuée dans des lignées cellu-
laires provenant de cancers du sein [49]. Mais, plus sur-
prenant, les souris transgéniques ne portant qu’une
seule copie fonctionnelle du gene HsMAD2 développent
un taux anormal de tumeurs [50]. Une compréhension
globale des mécanismes moléculaires impliqués dans le
point de contréle mitotique, mais aussi des autres
mécanismes de surveillance impliqués dans le contrdle
du cycle cellulaire, devrait multiplier les possibilités
d’action sur la prolifération cellulaire et augmenter le
choix des stratégies thérapeutiques. ¢
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SUMMARY

Mitosis under control

The mitotic checkpoint is essential to ensure accurate

chromosome segregation by allowing a mitotic delay in

response to a spindle defect. This checkpoint postpones

the onset of anaphase until all the chromosomes are

attached and correctly aligned onto the mitotic spindle.

The checkpoint functions by preventing an ubiquitin

ligase called the anaphase-promoting complex (APC)

from ubiquitinylating proteins whose degradation is

required for anaphase onset. Loss of this checkpoint

results in chromosome missegregation in higher euka-

ryotes and may contribute to the genomic instability

observed in most of the tumour cells. ¢
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