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Résumé

Les eucaryotes se divisent selon une série d’étapes régulées finement appelée le cycle
cellulaire. Ce cycle cellulaire permet la réplication exacte du génome et sa distribution entre
deux cellules filles identiques. Le cycle cellulaire est controlé par de nombreux mécanismes qui
garantissent I'intégrité du génome. La mitose est la période du cycle cellulaire pendant laquelle
le contenu en ADN des cellules est réparti entre les deux cellules filles. Le bon déroulement de la
mitose chez les eucaryotes supérieurs est soumis a un point de controle dit point de contréle du
fuseau mitotique. L’activité du point de contréle permet de retarder I'anaphase jusqu'a ce que
toutes les conditions requises pour la ségrégation des chromosomes soient présentes. Malgré
cela, les cellules peuvent présenter des anomalies de la ségrégation des chromosomes et

devenir aneuploides. Ceci est fréquemment le cas dans les cellules cancereuses.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence |'éxistence d’une réponse cellulaire
survenant dans la phase G1 qui suit une mitose anormale. Nous avons étudié des cellules
primaires de mammiferes traitées avec de faibles concentrations d’inhibiteurs des microtubules,
la vinblastine et le nocodazole. Les cellules ainsi traitées présentent des défauts de ségrégation
pendant la mitose et deviennent aneuploides. Les cellules résultant de ces mitoses anormales
s’arrétent dans la phase G1 qui suit la division et deviennent sénescentes. Nous avons trouvé
qgue les cellules de mammiféres transformées par I'antigéne grand T de SV40 n’observent pas

d’arrét apres une mitose anormale.

Mots clés: cycle cellulaire, mitose, nocodazole, vinblastine, point de controle, pRb, p53,

aneuploidie, fuseau mitotique, instabilité chromosomique, REF52, TAG.



Summary

Eukaryotic cells reproduce following a highly regulated sequence of events called the cell
cycle. The cell cycle allows an accurate duplication of the genome and its subsequent separation
into two identical daughter cells. All along this process, numerous checkpoint mechanisms
operate to maintain the genome’s integrity. Mitosis is the phase of the cell cycle where the DNA
is segregated and splitted into two daughter cells. The spindle assembly checkpoint ensures the
fidelity of chromosome segregation. The spindle assembly checkpoint delays the
metaphase/anaphase transition until all the conditions for proper chromosomes segregation are
set. Despite this control mecanism, cells can missegregate their chromosome and become

aneuploid. This is particulary frequent in cancer cells.

In this study, we found that normal cells that undergo abnormal mitosis with
chromosome missegregation display a specific post-mitotic arrest and become senescent. When
primary mammalians cells were treated with low doses of microtubule poisons, the mitotic
spindle was partially disrupted and the rate of chromosome missalignement increased. The cells
treated with low concentrations of drugs became aneuploid and arrested in G1 after the
abnormal mitosis. The arrest was followed by senescence. We found that cells transformed with

SV40 T antigen were unable to arrest after the abnormal mitosis.

Key words : cell cycle, mitosis, nocodazole, vinblastin, checkpoint, pRb, p53, aneuploidy, mitotic

spindle, chromosomal instability, REF52, TAG
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Introduction







1 Préambule

La théorie cellulaire, selon laquelle tous les étres vivants sont constitués de cellules, des
compartiments microscopiques délimités par une membrane, date des années 1830. Cette
révolution a conduit a de nombreuses découvertes et notamment celle de la division cellulaire,
le mode de prolifération des eucaryotes supérieurs. La théorie cellulaire a aussi permis
d’envisager les pathologies humaines comme étant la cause de disfonctionnements cellulaires,

voire moléculaires.

A la fin du XIX™™ siecle, Théodore Boveri avait prédit d’apres ses seules observations de
cellules en division, que les anomalies de la mitose pouvaient conduire a linstabilité
chromosomique et au cancer. Il avait émis I’hypothése que le centrosome est responsable de la
ségrégation des chromosomes et qu’un nombre anormal de centrosomes entraine I'aneuploidie
et linstabilité chromosomique. Cette hypothése est toujours d’actualité. L'interét des
chercheurs, a la fois pour le centrosome et pour les mécanismes qui conduisent a I'aneuploidie
et I'instabilité chromosomique, est d’autant plus grand que I’association entre les anomalies de
la division cellulaire et le cancer est désormais un fait établi. Si les efforts de la recherche ont
permis de répondre a un grand nombre de questions, le réle exact du centrosome en mitose et

le role de I'aneuploidie dans le processsus de cancérogénése restent mal définis.

L'étude du déroulement et de la régulation du cycle cellulaire est non seulement
passionante et fascinante, mais elle est aussi a I'origine de nouvelles thérapeutiques. Ce sont les
connaissances en biologie cellulaire et moléculaire acquises qui nourrissent aujourd’hui le
développement par de grands groupes pharmaceutiques de nouveaux inhibiteurs déstinés a

traiter les patients atteints de cancer.






2 Introduction bibliographique

Dans cette introduction bibliographique, je présente dans une premiére partie le
cytosquelette et son role dans la division cellulaire. Dans une seconde partie, j"aborde la
régulation de la prolifération cellulaire, avec une introduction au cycle cellulaire ainsi qu’aux
mécanismes de I'apoptose et de la sénescence. Enfin, je me suis attachée a présenter |'état des

connaissances sur I'aneuploidie et I'instabilité chromosomique.

2.1 Le cytosquelette

2.1.1 Introduction

Dans les cellules eucaryotes, le cytosquelette est composé de trois familles de filaments,
chaque type de filament est construit a partir de protéines différentes (Alberts 2002). Les
protéines qui constituent les filaments sont parmi les plus abondantes dans les cellules
eucaryotes. On décrit les filaments d’Actine, les microtubules et les filaments intermédiaires. Ces
trois familles de filaments, bien qu’elles interagissent dans certains mécanismes, sont régulées
différemment et ont des fonctions complémentaires. Elles partagent la propriété d’étre des
polymeéres dont l'assemblage et le désassemblage se produisent trés rapidement, et la
dynamique trés importante de ces structures ainsi que leur capacité de se réorganiser

constamment est nécessaire a leurs fonctions.

Je décris brievement dans ce chapitre le fonctionnement du cytosquelette d’Actine relatif
a la division cellulaire, puis, de facon plus approfondie, le fonctionnement et la régulation du
cytosquelette de microtubules qui est indispensable a la division cellulaire, et enfin le

centrosome.



2.1.2 Le cytosquelette d’Actine

2.1.2.1 Réles

Le cytosquelette d’Actine intervient dans l'interaction entre la cellule et son
environnement en régulant la forme de la cellule, son adhérence a la matrice extracellulaire et
les phénoménes de migration (Vicente-Manzanares, Webb et al. 2005). L’Actine est un des
composants majeurs des myofibrilles qui constituent les fibres musculaires et permet en
s’organisant avec des molécules de Myosine Il de former des fibres capables de se contracter, et
donc de modifier la forme et la taille des cellules (Bagshaw 2000). Les filaments d’Actine jouent
aussi un role dans le métabolisme cellulaire, notamment dans le transport actif de vésicules qui
est nécessaire aux mécanismes de sécrétion, d’endocytose et dans la synthese de lipides
(Lanzetti 2007). Enfin, les filaments d’Actine jouent un role déterminant dans la derniere phase
de la division cellulaire, la cytokinése, en formant un anneau contractile responsable de la

séparation des deux cellules filles (Wang 2001; Burgess 2005).

2.1.2.2 Structure

Les microfilaments d’Actine, ou Actine-f pour Actine-fibrillaire, sont formés a partir d’une
seule molécule, I’Actine-g ou Actine globulaire, c'est-a-dire I’Actine sous sa forme monomérique.
L'Actine-g est une protéine de 43 kDa dont il existe plusieurs isoformes. On dénombre 6
isoformes de I’Actine-g chez les mammiféres qui sont codés par des genes différents, régulés de
facon tissu-spécifique (Vandekerckhove and Weber 1978). Les molécules d’Actine-g sont
couplées a une molécule d’ATP qui est hydrolysée en ADP lors du processus de polymérisation.
La polymérisation des microfilaments d’Actine s’effectue a partir de sous-unités formées de
trimeres d’Actine-g qui permettent d’amorcer la formation d’un noyau (Alberts 2002). Du fait
méme de la présence de la molécule d’ATP, les microfilaments d’Actine formés sont dit polaires,

avec deux extrémités structuralement différentes. On distingue I'extrémité (+) ou « barbue » et
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I'extrémité (-) ou « pointue ». Ces deux extrémités présentent des cinétiques d’assemblage et de
désassemblage des monomeéres d’Actine différentes, I'extrémité (+) incorporant plus rapidement
des sous-unités d’Actine que I'extrémité (-) (cf. schéma 1). La différence de vitesse d’assemblage
et de désassemblage des sous-unités aux deux extrémités induit une polymérisation
globalement « en tapis roulant » (« traidmilling »), avec un flux unidirectionnel des nouvelles

sous-unités vers le pole (-) (Wang 1985).

Extrémité Extrémité .
y barbue pointue F

2 @

Schéma 1: Assemblage d'un filament d'Actine

Les monomeres d’Actine se combinent pour former un trimeére. Le filament d’Actine s’allonge par addition
d’Actine-g aux deux extrémités qui ont des cinétiques de polymérisation différentes. Globalement,
I’élongation du filament d’actine s’opére par treadmilling, avec une extrémité (+) dite barbue plus rapide et
I’'extrémité (-) dite pointue moins rapide. D’apres (Amann and Pollard 2000).

2.1.2.3 Dynamique d’assemblage/désasemblage et régulation

In vitro, la polymérisation des filaments d’Actine se produit lorsque I'Actine-g atteint une
certaine concentration, et la vitesse de polymérisation dépend aussi de la concentration
d’Actine-g. In vivo, la nucléation et la dynamique d’élongation des filaments sont régulées par
des protéines interagissant soit avec les monomeéres d’actine soit avec les filaments d’actine
(Welch, Mallavarapu et al. 1997; dos Remedios, Chhabra et al. 2003). Une liste non exhaustive

de ces protéines régulatrices et de leur mode d’action est présentée dans le tableau 1.

La régulation de la contraction des myofibrilles dans les fibres musculaires dépend

essentiellement de la régulation de la Myosine Il. La Myosine |l est une protéine motrice



interagissant avec les filaments d’Actine et capable de transformer I'énergie issue de I’hydrolyse

de I’ATP en énergie mécanique.

Famille et protéines Roles et principales caractéristiques Référence

Profiline Se fixe a I’Actine-g, favorise I'échange ADP-ATP sur I'Actine-g, régulée par les a,b,c
phorphoinositides

B4-Thymosine Se fixe a I’Actine-g et empéche la polymérisation spontanée d’Actine-f a,c

Complexe Arp2/3 Se fixe latéralement sur I’Actine-f et stimule la nucléation d’Actine-f, régulé par b, d
les GTPases Rac et Cdc42

Protéines de coiffe de  Se fixent sur les extrémités barbues de I’Actine-f, bloquant la polymérisation, a, b

I'Actine-f régulées par les phorphoinositides

Gelsoline, Villine Coupent les filaments d’Actine et se fixent ensuite sur les extrémités barbues, a,b
régulées par les phorphoinositides et les ions ca”

ADF/Cofiline Fixe I’Actine-g/ADP et I'Actine-f/ADP, accélére le treadmilling en favorisant la a,b,e
dépolymérisation des sous-unités d’Actine de I'extrémité pointue, régulées par
les phorphoinositides et par phosphorylation

Filamine, Fimbrine, Se fixent latéralement aux filaments d’Actine et les relient entre eux pour les a,b

a-Actinine, Fascine assembler en paquet, régulées par les phorphoinositides

ERM (Ezrine, Radixine, Fixent les extrémités barbues et interagissent avec des protéines membranaires, F

Moésine)

permettent I'ancrage des filaments d’Actine a la membrane plasmique, régulées
par les phorphoinositides et par phosphorylation

Tableau 1 : Principales protéines intervenant dans I'organisation et la régulation des filaments d'Actine.

Références : a :(Stossel, Chaponnier et al. 1985), b :(Schmidt and Hall 1998), c :(Sun, Kwiatkowska et al. 1995),
d :(Welch 1999), e :(Carlier 1998), f :(Louvet-Vallee 2000).

2.1.2.4

Cas particulier de I'anneau contractile

En cytokinese, I’Actine forme avec la Myosine Il un anneau contractile juste sous la

membrane cellulaire, a mi-distance entre les deux centrosomes (Burgess 2005). A la fin de la



division cellulaire cet anneau se contracte tel un sphincter et départage les deux cellules filles
tout en délimitant le site du clivage qui aura lieu en toute fin de cytokinese. Les protéines
Formine et Profiline participent a la polymérisation des fibres d’Acto-Myosine (Basu and Chang

2007).

La mise en place de cet anneau contractile est guidée par la protéine Anilline, qui se lie
d’une part a la membrane et d’autre part aux filaments d’Actine (Piekny and Glotzer 2008) (voir
schéma 2). La contraction de I'anneau contractile est principalement controlée par la protéine
RhoA, une protéine GTPase qui est I'isotype principal des protéines Rho chez les mammiferes
(Hickson and O'Farrell 2008). Parmi les inducteurs de I’activation de RhoA lors de la cytokinese
seraient les microtubules astraux (D'Avino, Savoian et al. 2005). L’extrémité (+) des microtubules
astraux qui est dirigée vers la membrane (le cortex) serait a I'origine de signaux qui inhiberaient
la contraction et limiteraient ainsi I'ingression de la membrane a la zone située autour de
I'anneau contractile, non régulée par les microtubules astraux (cf. schéma 2) (Basu and Chang

2007).

Par ailleurss, I"'accumulation, au niveau du fuseau central (central spindle), de protéines
nécessaires a I'accumulation et I'activation locale de RhoA limiterait aussi la localisation de
I'anneau contractile. Parmi les protéines régulatrices de RhoA au fuseau central se trouve
Ect2/Pebble (une GEF : GTP-GDP Echange Factor) et MgcRacGAP (une GAP : GTPase Activating
Protein), dont la localisation est restreinte au fuseau central par liaison a la protéine motrice de
type kinésine MKPL1 (Kurasawa, Earnshaw et al. 2004; McCollum 2004; Zhu, Bossy-Wetzel et al.
2005). Ect2/Pebble est aussi phosphorylée en métaphase et cette phosphorylation inhibe sa
liaison a MKLP1 (Piekny, Werner et al. 2005). Les protéines kinases Aurora B et Plk1 jouent aussi
un role dans la régulation de la cytokinése. La protéine kinase Aurora B phorphoryle MgcRacGAP
et cette phosphorylation modifie I'activité RacGAP en activité RhoGAP, qui permet I'activation
de RhoA et la contraction de I'anneau (Minoshima, Kawashima et al. 2003). La protéine kinase
Plk1 régule quant a elle la localisation sur le fuseau central d’Ect2/Pebble (Petronczki, Glotzer et
al. 2007). En I'absence d’activité Plk1 spécifiquement en cytokinése, I'ingression de la membrane

ne se produit pas.



Les extrémités
(+) des

L
microtubules
inhibentla
formationetla
contractionde
I'anneau
La formation et
la contraction
de I'anneau sont I

favorisées \
\ Anilline

Anneau d’Acto-Myosine

Schéma 2 : Mise en place de I'anneau d'Acto-Myosine en mitose.

A partir de I'anaphase, la cellule met en place I'anneau d’Acto-Myosine. L’Anilline forme un double anneau lié
a la membrane. Les filaments d’Acto-Myosine se polymérisent dans I'espace déterminé par |'Anilline. Les
extrémités (+) des microtubules ont un effet inhibiteur sur la polymérisation et la contraction de I'anneau
d’Acto-Myosine qui va s’établir dans I'espace de la membrane plasmique non régulé par les microtubules.

La Myosine Il est responsable de la contraction de I'anneau d’Acto-Myosine en télophase
et en cytokinese. Elle est régulée par phosphorylation sur les résidus Ser19/Thrl8 de sa chaine
légére. En fin de phase G2, la chaine légere de la Myosine |l est phosphorylée et la Myosine Il est
active, jouant un role au niveau des adhésions focales et des fibres de stress. En début de
prophase, la phosphatase spécifique de la Myosine est activée, elle déphosphoryle la Myosine I,
ce qui permet la réorganisation du réseau de microfilaments d’Actine (Matsumura, Totsukawa et
al. 2001). En fin de mitose, lors de la cytokinése, la Myosine Il est phosphorylée et activée par
des kinases dépendantes de Rho (Matsumura, Totsukawa et al. 2001). Les kinases Citron et
ROCK sont des effecteurs de Rho et sont capables de phosphoryler la chaine légere de la
Myosine Il in vitro (Piekny, Werner et al. 2005). Citron et ROCK ont été impliquées dans la
régulation de la contraction de I'anneau d’Acto-Myosine (Madaule, Eda et al. 1998; Matsumura,
Totsukawa et al. 2001; Yamashiro, Totsukawa et al. 2003). Une description de ce mécanisme est

présentée dans le schéma 3.
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Schéma 3 : Initiation et régulation de la contraction de I'anneau d'Acto-Myosine

La polymérisation de I"’Actine au niveau de I'anneau d’Acto-Myosine est régulée par la Formine et la
Profiline. L’activation de RhoA nécessite a la fois MKLP1 et Ect2 et MgcRacGAP phosphorylé par Aurora B.
La déphosphorylation d’Ect2est nécessaire a sa liaison a MKLP1. ’activation de RhoA entraine I’activation
de plusieurs effecteurs. ROCK phosphoryle la chaine Iégere de la Myosine et permet a contraction, Citron
est importante dans les évenements plus tardifs de la télophase. D’apres (Taylor and McKeon 1997;

2.1.3 Les microtubules

2.1.3.1 Roles

Les microtubules interviennent dans I'organisation du cytoplasme, ils sont responsables
de la place centrale du noyau cellulaire et régulent la répartition et localisation de I'appareil de
Golgi et du réticulum endoplasmique. Les microtubules jouent un role trés important dans la
structure des axones neuronaux. Le cytosquelette microtubulaire est particulierement impliqué
dans le transport de molécules spécifiques via des moteurs moléculaires qui se déplacent sur les

microtubules. Ce transport est particulierement important dans le fonctionnement des neurones
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mais aussi pour les échanges entre le noyau et le cytoplasme. Les microtubules forment aussi la
structure des cils que I'on peut observer dans certaines cellules somatiques et qui constituent le

flagelle du spermatozoide.

Les microtubules opérent un complet réarrangement de leur organisation pour former le
fuseau mitotique en début de mitose puis le fuseau central en télophase. La dynamique des
microtubules est déterminante pour le bon déroulement de la mitose et la ségrégation correcte
des chromosomes. Le point de contréle mitotique permet de contréler la dynamique des
microtubules grace a des mécanismes que je décris plus loin. Récemment, il a été montré que la
phase G2 serait aussi le lieu d’un controle de la dynamique des microtubules via la protéine Chfr,
cette découverte est aussi décrite dans le chapitre consacré aux points de contréles du cycle

cellulaire.

2.1.3.2 Structure

Les microtubules sont des polymeéres composés de proto-filaments de Tubuline, un
dimére comprenant une sous-unité de Tubuline-a et une de Tubuline-B (Alberts 2002). Chacune
des sous-unités du dimeére est associée a une molécule de GTP. Au cours de la polymérisation
des microtubules la molécule de GTP associée a la sous-unité B est hydrolisée en GDP, tandis que
la molécule de GTP associée a la sous-unité a est non hydrolysable (David-Pfeuty, Erickson et al.
1977, Spiegelman, Penningroth et al. 1977). Les microtubules sont des tubes creux de 24 nm de
diametre formés de 13 proto-filaments de Tubuline associés latéralement et orientés dans la
méme direction (cf. schéma 4). La structure résultante est polarisée, avec une extrémité
présentant des sous-unités a et une extrémité présentant des sous-unités B (Alberts 2002). Ces
deux extrémités ont des dynamiques d’assemblage et de désassemblage différentes. On décrit
les extrémités des microtubules selon leur dynamique, ainsi I'extrémité qui
polymérise/dépolymérise le plus rapidement est I'extrémité (+), I'autre est I'extrémité (-). Des
études de biologie structurale ont permis de déterminer que I'extrémité (+) est en fait celle

présentant les sous-unités B (Downing and Nogales 1999).
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In vivo, I'élongation des microtubules se fait a partir de « noyaux », les y-TuRC (pour y-
Tubulin Ring Complexes) situés au niveau des MTOC (pour Microtubules Organising Center)
(Raynaud-Messina and Merdes 2007). Ces noyaux, visibles en microscopie électronique, sont des
structures en forme d’anneau dont le diameétre est similaire a celui des microtubules. Ces noyaux
contiennent une Tubuline particuliere, la Tubuline-y, dont dépend la nucléation des

microtubules. Chez les mammiféres supérieurs les MTOC correspondent aux centrosomes.

Dimeéres de Tubuline a et B Noyau Microtubule
Extremité
(+)
) >
o0 ! 24nM
o0
o0
~0 _— —_—
o0 ~M
aB
Extremité
) . | 8nm

Schéma 4 : Polymérisation des microtubules.

Les diméres de Tubulines s’arrangent de facon a former un polymere qui servira de noyau nécessaire a
I’élongation des microtubules. Les dimeres de 8 nm de longueur s’assemblent de fagon polarisée et forment
des microtubules présentant deux extrémités différentes, une extrémité (+) et une extrémité (-). La structure
résultante est un tube creux de 24 nM de diameétre. D’aprés (Taylor and McKeon 1997; Jordan and Wilson

2.1.3.3 Dynamique d’assemblage

Les microtubules s’assemblent et se désassemblent selon une combinaison de deux
phénoménes : le treadmilling ou tapis roulant, et I'instabilité dynamique (Margolis and Wilson

1978; Mitchison and Kirschner 1984).

Le modele du treadmilling postule que la différence de dynamique d’assemblage et de

désassemblage aux deux extrémités apparait comme un flux directionnel de Tubuline a travers le
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polymére, de l'extrémité (+) vers I'extrémité (-). Globalement la perte de sous unités de
I'extrémité (-) est compensée par le gain de sous-unités a l'extrémité (+), selon un état

stationnaire.

Le modeéle de l'instabilité dynamique permet d’expliquer les variations trés rapides de la
taille des microtubules. Ce modele implique I’alternance de phases de polymérisations rapides
(sauvetage) et de dépolymérisations rapides (catastophes) a chaque extrémité qui se traduisent

globalement par la croissance ou bien la décroissance des microtubules.

Les deux modeles ont été validés a la fois in vivo et in vitro et semblent étre
complémentaires, bien que le modele de [linstabilité dynamique soit prédominant. La
dynamique de polymérisation des microtubules in vivo implique des vitesses de polymérisation
supérieures a celles observées in vitro et des alternances entre croissance et décroissance aux
extrémités plus fréquentes (Desai and Mitchison 1997). Ces différences sont dues a la présence
dans la cellule de protéines régulant la nucléation et la dynamique des microtubules ainsi que de
signaux internes et externes modifiants a la fois la dynamique et I'organisation du cytosquelette
de microtubules. Les protéines qui agissent sur la dynamique des microtubules sont régulées via
leur disponibilité au cours du cycle, leur localisation, et pour certaines, leur état de
phosphorylation (Cassimeris 1999). Une liste non exhaustive de ces protéines et de leur mode

d’action est présentée dans le tableau 2.
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Famille et protéines Role, principales caractéristiques Référence

MAP1, MAP2, MAP3 Protéines neuronales, se lient latéralement aux microtubules et les stabilisent a, b
Tau Protéine neuronale, stabilise les microtubules dans les axones a,b
STOP (Stable Tubule Effecteur de la stabilité des microtubules neuronaux c
Only Polyeptide)

MAP4 Protéine ubiquitaire, se lie latéralement aux microtubules et les stabilise, son a,b

affinité pour les microtubules est réduite par phosphorylation

OP18/Stathmine Protéine ubiquitaire, se lie aux dimeres de Tubuline, déstabilise les d,e
microtubules en augmentant la fréquence des catastrophes, son activité est
inhibée par phosphorylation

Katanine Coupe les microtubules, localisation centrosomale f,g

EB1, EB3 (End Binding) Se lie a I'extrémité (+) des microtubules ainsi qu’aux kinétochores, stabilise les h, i
microtubules et diminue les catastrophes.

CLIP115, CLIP170 Se lie a I'extrémité (+) des microtubules, stabilise les microtubules et diminue h, i
les catastrophes.

CLASP1, 2 Se lie a I'extrémité (+) des microtubules, stabilise les microtubules a proximité h,i
de la membrane plasmique, leurs affinités pour les microtubules sont
diminuées par phosphorylation.

APC Se lie a I'extrémité (+) des microtubules, stabilise les microtubules a proximité h, i
de la membrane plasmique, son affinité pour les microtubules est diminuée
par phosphorylation.

Tableau 2 : Protéines intervenant dans la régulation de la dynamique des microtubules.

Références : a:(Olmsted 1986), b :(Mandelkow and Mandelkow 1995), c:(Bosc, Cronk et al. 1996),
d :(Belmont, Mitchison et al. 1996), e :(Marklund, Larsson et al. 1996), f :(McNally 1996), g :(McNally, Okawa
et al. 1996), h :(Akhmanova and Steinmetz 2008), i :(Jaworski, Hoogenraad et al. 2008)

2.1.3.4 Cas particulier du fuseau mitotique

Dans les cellules eucaryotes, le réseau de microtubules interphasique, constitué
majoritairement de microtubules longs et relativement stables, est complétement dépolymérisé
puis réorganisé lors de la mitose. En prophase, le fuseau mitotique se met en place
progressivement. Cette structure bipolaire, dont les poles se forment autour des centrosomes,
est faite de différents types de microtubules trés dynamiques et courts. Le fuseau mitotique
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s’établit entre les centrosomes et les chromosomes et dépend fortement de ces deux éléments.
Les microtubules du fuseau interagissent avec les bras des chromosomes ainsi qu’avec les
kinétochores. Les kinétochores sont des structures protéiques qui s’assemblent lors de la mitose
au niveau des centromeéres et forment une plateforme sur laquelle les microtubules viennent

s’attacher. Je les décris plus loin, dans le chapitre consacré a la mitose.

On distingue au moins quatre sous-groupes de microtubules différents dans le fuseau
mitotique. Les microtubules astraux sont courts et irradient a partir du centrosome vers le
cortex, les extrémités (-) au niveau du centrosome et les extrémités (+) vers le cortex. Ces
microtubules n’interagissent pas avec les chromosomes mais jouent un role dans le
positionnement du fuseau mitotique et la régulation de I'anneau contractile. Les microtubules
interpolaires émanent aussi des poles et sont dirigés vers le centre de la cellule. lls ont pour
fonction de stabiliser le fuseau bipolaire. Les fibres kinétochoriennes sont des paquets de
microtubules émanant des poles et orientés de facon identique, I'extrémité (+) dirigée vers les
kinétochores. Ces fibres s’attachent a la partie externe des kinétochores et sont responsables de
la congression et de la ségrégation des chromosomes. Enfin, des microtubules, émanant des
poles et interagissant avec les bras des chromosomes, permettent la stabilité des chromosomes.

Une représentation simplifiée du fuseau mitotique est présentée dans le schéma 5.

La mise en place et la régulation du fuseau mitotique fait intervenir un grand nombre de
protéines modulant la dynamique, la nucléation ou bien I'organisation des microtubules, parmi
lesquelles on trouve des protéines motrices et des protéines non motrices (Wittmann, Hyman et

al. 2001; Kline-Smith and Walczak 2004; Manning and Compton 2008).
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Fibres kinétochoriennes
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Schéma 5 : Structure du fuseau mitotique.

Le fuseau mitotique contient différentes sous-populations de microtubules. Le centrosome regroupe les
extrémités (-) des microtubules. Les microtubules stabilisant les chromosomes interragissent avec les
chromatides. Les fibres kinétochoriennes se lient aux kinétochores, au niveau du centromeére. Les microtubules
interpolaires interagissent entre eux et permettent de stabiliser le fuseau. Les microtubules astraux sont
relativement courts en métaphase et interagissent avec la membrane plasmique pour positionner le fuseau.

2.1.3.4.1 Mise en place du fuseau

Le fuseau mitotique s’élabore entre les centrosomes et les chromosomes. Plusieurs
mécanismes collaborent a sa mise en place (cf. schéma 6) (O'Connell and Khodjakov 2007). Le
premier mécanisme, explique la mise en place du fuseau selon un modeéle dit de « Search and
Capture » (Kirschner and Mitchison 1986). Selon ce modele, les microtubules nucléés a partir des
centrosomes polymérisent d’apres le modele de I'instabilité dynamique, avec une succession de
catastrophes et de sauvetages. Ces microtubules sont polymérisés dans le cytoplasme de facon
aléatoire, et se stabilisent au contact des kinétochores, jusqu’a ce que tous les kinétochores

soient occupés par des microtubules.

Un autre mécanisme de mise en place du fuseau a été découvert plus tard. Il repose sur

I’existence d’un gradient qui permet de favoriser la nucléation des microtubules a proximité des
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chromosomes. Ce gradient diminue au fur et a mesure que I'on s’éloigne de la chromatine. Il est
constitué de la protéine RanGTP qui a la propriété de nucléer les microtubules et sa mise en
place dans la cellule nécessite I'activité de la protéine RCC1 (Carazo-Salas, Gruss et al. 2001;
Gruss, Carazo-Salas et al. 2001). Le gradient agirait de deux fagons, d’une part en stimulant
directement la nucléation des microtubules (Karsenti and Vernos 2001), d’autre part en
concentrant les facteurs permettant la stabilisation des microtubules issus du centrosome

(Bastiaens, Caudron et al. 2006).

“* RanGDP

- RanGTP

Polymérisation facilitée Dépolymérisation

N . = .- Sauvetage . P oL
- > |-
= N
Catastrophe .

Schéma 6 : Mise en place du fuseau mitotique.

La mise en place du fuseau mitotique est le résultat de deux mécanismes. Les centrosomes sont
responsables de la nucléation et de I’élongation des microtubules (en vert). Le gradient de RanGTP se
concentre autour des chromosomes. Dans la zone ou RanGTP est majoritaire (en orange), la polymérisation
est facilitée. Dans la zone ou RanGDP est majoritaire (en jaune), la polymérisation est défavorisée et les
microtubules sont instables. D’apres (Mogilner, Wollman et al. 2006).

2.1.3.4.2 Régulation via les protéines non motrices
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Plusieurs protéines non motrices influencent la mise en place du fuseau mitotique.
Certaines de ces protéines agissent dans la mise en place du fuseau mitotique en permettant la
stabilisation des microtubules, en modifiant leur organisation ou en permettant leur nucléation.
La protéine Numa lie les extrémités (-) des microtubules entre elles au niveau du centrosome, ce
qui permet de regrouper les microtubules autour des poéles (Merdes, Heald et al. 2000). Bien que
Numa ne soit pas une protéine motrice, sa localisation aux poles du fuseau est possible grace a
sa liaison avec le complexe des protéines motrices Dynéine/Dynactine qui se déplace vers les
extrémités (-) des microtubules. Il semble que la protéine TPX2 ait les mémes propriétés et
permet de focaliser les microtubules, bien que son role ne devienne indispensable qu’en
absence de Numa (Manning and Compton 2007). Les membres de la famille des protéines TACC
interragissent avec les microtubules au niveau des centrosomes et les stabilisent (Gergely,
Karlsson et al. 2000; Lee, Gergely et al. 2001; Barros, Kinoshita et al. 2005). La protéine HURP se
localise au niveau des kinétochores pendant la mitose et semble avoir un réle dans la
stabilisation des microtubules a proximité des kinétochores. Cette stabilisation permettrait
d’augmenter la concentration des microtubules attachés aux kinétochores (Koffa, Casanova et
al. 2006; Sillje, Nagel et al. 2006). La protéine NuSAP est une RanGTPase localisée sur les
chromosomes et permet la stabilisation des microtubules associés aux bras des chromosomes.
En liant les microtubules entre eux et aux chromosomes, NUSAP intervient dans la mise en place
du faiseau de microtubules et le mouvement des chromosomes (Ribbeck, Groen et al. 2006;

Ribbeck, Raemaekers et al. 2007).

2.1.3.4.3 Régulation via des protéines motrices

Les protéines motrices, ou moteurs moléculaires, sont des protéines particulieres qui ont
la capacité d’'une part de se lier aux polymeéres du cytosquelette, d’autre part d’hydroliser 'ATP
et d'utiliser cette énergie de fagcon motrice en se déplacant sur ces polymeres. Il existe trois
super-familles de moteurs moléculaires, il s’agit des Myosines, de la famille des Dynéines et de la
famille des Kinésines. Les Kinésines et la Dynéine en particulier sont indispensables a la mise en
place du fuseau mitotique. Elles sont responsables de la séparation des centrosomes en début
de mitose, puis constituent les forces principales qui conduisent a la polarisation du fuseau et
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qui vont déterminer la distance entre les pdles et les chromosomes. Elles jouent de ce fait un
role dans la congression, c'est-a-dire le mouvement des chromosomes vers la plaque
métaphasique et leur alignement, puis dans la ségrégation des chromosomes. Un modele
résumant l'activité des protéines motrices dans I'organisation du fuseau est présenté dans le

schéma 7.

La famille des Kinésines représente un tres grand nombre de protéines subdivisées en 14
super-familles (Lawrence, Dawe et al. 2004). Les Kinésines peuvent se mouvoir soit de
I'extrémité (+) vers I'extrémité (-) des microtubules, soit dans le sens inverse, selon la famille a
laquelle elles appartiennent. Ces moteurs moléculaires ont de multiples fonctions dans la cellule,

notamment de transport, mais aussi d’organisation du cytoplasme.

La protéine Eg5, de la famille des kinésines-5, est indispensable a la mise en place d’un
fuseau de microtubules bipolaire et intervient dans la séparation des deux centrosomes en
début de prophase (Kapoor, Mayer et al. 2000). Eg5 a aussi un role dans le maintient de la
structure antiparalléle du fuseau en liant deux microtubules interpolaires venant des pdles
opposés (crosslinking) au niveau de leurs extrémités (+). De plus Eg5 se dirige vers les extrémités
(+), ce qui a pour effet de repousser les pbles du fuseau (Kapitein, Peterman et al. 2005). Ce
moteur aurait aussi un role dans la dynamique des microtubules pendant la métaphase,
notamment dans le flux vers les pOles (microtubules poleward flux) que I'on observe pendant

cette phase et dont dépend la ségrégation des chromatides (Miyamoto, Perlman et al. 2004)

Parmi les protéines motrices de la famille des Kinésines-13, plusieurs jouent un réle
pendant la mitose. Les protéines Kif2a et Kif2b jouent un réle dans I'établissement du fuseau
mitotique et les cellules déficientes pour Kif2b présentent des fuseaux monopolaires ou
désorganisés, ainsi que des défauts lors de la cytokinése (Ganem and Compton 2004; Manning,
Ganem et al. 2007). La protéine MCAK joue un rble dans la congression des chromosomes et
I'attachement des microtubules aux kinétochores (Kline-Smith, Khodjakov et al. 2004). MCAK
semble étre impliquée dans la correction des erreurs d’attachements, via la dépolymérisation
des microtubules mal attachés aux kinétochores (Ems-McClung, Hertzer et al. 2007). MCAK est
localisé au niveau des centromeres et des poles du fuseau pendant la mitose. Une combinaison

de phosphorylations de MCAK sur différents sites de la protéine permet a la protéine kinase
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Aurora B de réguler la localisation et I'activité de dépolymérisation de MCAK (Lan, Zhang et al.

2004; Knowlton, Lan et al. 2006).

La protéine KIF18A, de la famille des Kinésines-8 a récemment été impliquée dans le
phénoméne de congression des chromosomes, (Mayr, Hummer et al. 2007). Cette Kinésine se
déplace vers les extrémités (+). Elle interviendrait en dépolymérisant les microtubules a
I'extrémité (+) a partir d’'une certaine concentration critique. L’'accumulation de cette protéine
proportionnellement a la taille du microtubule permettrait ainsi d’éviter que les fibres

kinétochoriennes ou les microtubules ne deviennent trop longs.

La protéine CENP-E est une protéine qui s’accumule aux niveaux des kinétochores en
métaphase (Yen, Li et al. 1992). Il s’agit d’'une protéine motrice dirigée vers I'extrémité (+) des
microtubules et dont I'activité est indispensable a la congression des microtubules en
métaphase (Wood, Sakowicz et al. 1997). CENP-E permettrait I'attachement des microtubules
aux kinétochores et en méme temps l'inactivation du point de contréle mitotique (Mao, Desai et
al. 2005). Sa localisation aux kinétochores dépend de la protéine Aurora B (Ditchfield, Johnson et

al. 2003).

Un groupe particulier de kinésines, dites les chromokinésines, comprend des protéines
motrices dirigées vers les extrémités (+) des microtubules, qui appartiennent toutes aux familles
des Kinésines-4 et Kinésines-10. On retrouve les moteurs KIF4A et Kid chez I'homme (Mazumdar
and Misteli 2005). Ces protéines ont la particularité de se lier a ’ADN et d’avoir, en interphase,
une localisation nucléaire. En mitose, en plus de leur localisation sur le fuseau de microtubule,
on les retrouve sur les bras des chromosomes. L’utilisation de siRNA contre Kif4A a mis en
évidence son réle dans la condensation des chromosomes en début de prophase ainsi que
I'organisation du fuseau mitotique. Kif4a interagit directement avec les complexes des
Condesines | et Il et pourrait réguler celles-ci (Mazumdar, Sundareshan et al. 2004). Elle joue
aussi un role dans 'organisation du fuseau central de microtubules qui est important pour la
cytokinése (Kurasawa, Earnshaw et al. 2004). La protéine Kid jouerait un réle dans le
mouvement des bras des chromosomes en mitose, et ce mouvement serait important pour
I'orientation des chromosomes mais pas pour la congression vers la plaque métaphasique
(Levesque and Compton 2001). Parallelement, Kid intervient dans I'organisation du fuseau

mitotique et I'alignement des chromosomes sur la plague métaphasique (Levesque, Howard et
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al. 2003). Récemment, Kid a été impliquée dans la réorganisation de la membrane nucléaire en

fin de mitose (Ohsugi, Adachi et al. 2008)

Kinésines 13 : Kif2a, Kif2b Eg5 CENP-E Dynéine cytoplasmique
Dynéine/Dynactine/Numa KIF18A

4

Polymérisation Dépolymérisation

Cortex Kinétochores Centrosome

Schéma 7 : Modele simplifié de I'organisation du fuseau par les moteurs moléculaires.

Différents moteurs moléculaires régulent I'organisation et la position du fuseau mitotique. Les Kinésines kifa
et kif2b régulent la dynamique des microtubules aux centrosomes. Le complexe Dynéine/Dynactine/Numa
assure le regroupement des extrémités (-) autours des péles. Eg5 se lie aux microtubules interpolaires et
rallonge le fuseau en glissant entre les microtubules et en repoussant les poles. CENP-E et KIF18A régulent
I'interaction entre les fibres kinétochoriennes et les kinétochores et ont un réle dans le racourcissement des
microtubules lors de la congression des chromosomes. La Dynéine cytoplasmique se lie a la membrane et
stabilise le fuseau mitotique. D’aprés (Mogilner, Wollman et al. 2006)

La famille des Dynéines comprend des moteurs moléculaires qui se déplacent le long des
microtubules vers I'extrémité (-). La Dynéine fonctionne en complexe avec la Dynactine, qui lui
confere sa spécificité et qui contribue au mouvement le long des microtubules. La Dynéine est
un complexe composé de deux chaines lourdes sur les quelles on retrouve le domaine moteur,
et des sous-unités plus petites (chaines légéres, chaines intermédiaires, et chaines
intermédiaires légeres) qui seraient responsables de la spécificité de son activité cargo (qui
permet de transporter d’autres protéines). La Dynactine est un complexe d’au moins 11

polypeptides différents qui s’assemblent et forment un domaine de liaison au domaine moteur
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de la Dynéine, et un domaine de liaison au domaine cargo. Le domaine de liaison au domaine

0 glued

moteur comprend p15 , qui se lie aussi aux microtubules, et p50-Dynamitine.

Parmi les Dynéines, la sous-famille des Dynéines cytoplasmiques joue un role important
dans le transport intracellulaire des vésicules via les microtubules. En interphase, elles
permettent les déplacements de vésicules qui leur sont associées, vers le centre de la cellule, ou
se trouve le centrosome qui regroupe les extrémités (-) des microtubules (Niclas, Allan et al.
1996). La Dyneine intervient dans la localisation des organelles, dont I'appareil de Golgi, et
permet le maintient des extrémités (-) des microtubules autour du centrosome (Corthesy-

Theulaz, Pauloin et al. 1992; Burakov, Kovalenko et al. 2008).

La Dyneine est importante pour le déroulement de la mitose et intervient dans de
multiples mécanismes via différentes sous-unités (Lee, Kaiser et al. 2005). Elle joue un role dés le
début de prophase dans I'établissement du fuseau mitotique, puis dans la régulation de
I’élongation du fuseau en métaphase via le transport de molécules capables de dépolymériser
les microtubules (Vaisberg, Koonce et al. 1993; Gaetz and Kapoor 2004). Elle intervient aussi,
avec la protéine Numa, en regroupant les extrémités (-) des microtubules autour des péles du
fuseau mitotique (Merdes, Ramyar et al. 1996; Merdes, Heald et al. 2000; Goshima, Nedelec et
al. 2005). De plus, la Dyneine transporte vers les pbles du fuseau mitotique ou est localisée la
Cycline B, la protéine Emil. Emil est un inhibiteur de ’APC/C, en localisant cette protéine prés
de la Cycline B, la Dynéine permet la stabilisation de la Cycline B nécessaire a I’élaboration du
fuseau mitotique (Ban, Torres et al. 2007). La Dynéine cytoplasmique se lie a la membrane
cytoplasmique d’une part et aux extrémités (+) des microtubules astraux d’autre part. Le
mouvement vers les poOles va dans ce cas particulier permettre a la fois de positionner les poles
et de contrebalancer les forces des autres protéines motrices pour stabiliser le fuseau mitotique

(Akhmanova and Steinmetz 2008).

Il existe différents types d’attachement entre les microtubules et les kinétochores selon
les pbles du fuseau dont sont originaires les microtubules. Ces attachements sont résumés dans

le schéma 8.
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Schéma 8 : Différents types d'attachement des microtubules aux kinétochores.

Les microtubules peuvent s’attacher aux kinétochores de différentes fagons. (a) La plupart du temps, les
chromosomes sont dit amphitéliques, c'est-a-dire que chacun des kinétochores est attaché a un pdle différent
du fuseau. Cette configuration est considérée comme normale. (b) Lorsque les deux kinétochores sont attachés
au méme pole, on parle de chromosome syntélique. (c) Si un seul kinétochore est attaché a des microtubules,
on parle de chromosome monotélique. (d) Dans le cas ou un des deux kinétochores est attaché aux deux péles
du fuseau, on parle de chromosome merotélique. Les attachements (b), (c), et (d) sont considérés anormaux.

2.1.4 Le centrosome

2.1.4.1 Roéle

In vivo, les microtubules sont nucléés et organisés a partir du centre organisateur des
microtubules ou MTOC (pour Microtubule Organising Center) (Murphy and Stearns 1996). Chez
les mammiferes supérieurs le réle de MTOC est tenu par le centrosome. La nucléation des
microtubules se produit a partir d’'un complexe qui sert de modele, le y-TuRC, constitué
notamment de Tubuline-y (Raynaud-Messina and Merdes 2007). Le centrosome sert de
plateforme autour de laquelle sont regroupées les extrémités (-) des microtubules et d’origine a
partir de laquelle le réseau de microtubules s’organise. Au cours du cycle cellulaire, le
centrosome se duplique de fagon semi-conservative pour aboutir en début de mitose a deux

centrosomes qui seront distribués dans chacune des cellules filles. En interphase, le centrosome
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occupe le centre de la cellule, a proximité du noyau cellulaire. Dans certaines cellules
différenciées, la composition du centrosome est modifée : le y-TuRC se répartit entre plusieurs
sites cytoplasmiques qui vont permettre la nucléation et parallelement les centrioles deviennent
I'origine des cils primaires (Raynaud-Messina and Merdes 2007). En mitose, les deux
centrosomes forment les poles du fuseau mitotique. Au dela de sa fonction d’organisateur du
cytosquelette de microtubules, le centrosome est une plateforme sur laquelle un grand nombre
de protéines se localisent et sont phosphorylées (Doxsey, Zimmerman et al. 2005). D’autre part,
un role potentiel dans les évenements finaux de clivage de la membrane en cytokinese a été
décrit dans certaines lignées cellulaires (Piel, Nordberg et al. 2001). Dans ces cellules, le centriole
pére d’une des deux cellules filles se déplace juqu’au site de clivage juste avant que les deux
cellules filles ne se séparent. Par ailleurss, un nombre grandissant de protéines centrosomales
semblent impliquées en cytokinése (Gromley, Jurczyk et al. 2003; Fabbro, Zhou et al. 2005;
Tsang, Spektor et al. 2006). Il a été proposé que le centrosome, de par sa fonction de
plateforme, pourrait servir d’origine a la signalisation d’un grand nombre de mécanismes de
régulations du cycle cellulaire (Doxsey, Zimmerman et al. 2005; Srsen, Gnadt et al. 2006; Srsen
and Merdes 2006; Mikule, Delaval et al. 2007). Les cellules cancereuses ont souvent un nombre
anormal de centrosomes, mais on ignore si cette anomalie est une cause ou une conséquence de

la cancérogénese.

2.1.4.2 Structure

En début de phase G1, le centrosome se compose de deux centrioles disposés
perpendiculairement et liés entre eux au niveau de leur région proximale par une matrice
composée principalement de protéines surenroulées (coiled-coil proteins) de la famille de la
Péricentrine (Azimzadeh and Bornens 2007). Chaque centriole est formé de 9 groupes de 3
microtubules. Les microtubules internes sont complets et les microtubules médians et externes
sont incomplets. Un systéme central et des rayons associent les différents groupes de
microtubules. De plus, les microtubules internes sont reliés aux microtubules externes d'un
autre groupe. Les deux centrioles sont entourés d’une matrice appelée matériel péricentriolaire,

qui se forme autour de la matrice de protéines surenroulées. On distingue un centriole fils et un
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centriole pére. Le centriole fils est le centriole qui a été dupliqué le plus récemment, il est le plus
court et est considéré «immature». Le centriole pére est reconnaissable grace a la présence de
deux sets de 9 appendices, sur sa partie distale, qui sont le signe de sa maturation (cf. schéma 9),

les appendices distaux et sub-distaux (Doxsey 2001; Azimzadeh and Bornens 2007).

Centriole pére

Appendices distaux X = \.

Appendices sub-distaux

Matériel S RS et
péri-centriolaire _ R e )
Microtubule Centriole fils
Fibres de cohésion

Schéma 9 : Structure du centrosome

Le centrosome est formé de deux centrioles positionnés perpendiculairement I'un a l'autre et reliés entre
eux par des fibres de cohésion et une matrice de matériel péri-centriolaire. On distingue le centriole pére du
centriole fils grace a ses appendices distaux et sub distaux. Le matériel péricentriolaire permet la nucléation
des microtubules. D’apres (Doxsey 2001).

2.1.4.3 Le cycle de duplication du centrosome

Le centrosome se duplique selon plusieurs étapes formant un cycle lié au cycle cellulaire.
Dans un premier temps, les deux centrioles qui étaient attachés perpendiculairement en mitose
vont se séparer physiquement. On appelle cette étape le désengagement. Elle se produit en
début de phase G1 et nécessite I'activité de la Séparase, une enzyme aussi nécessaire a la
ségrégation des chromosomes en mitose (Azimzadeh and Bornens 2007). Au cours de la phase
G1, les deux extrémités proximales des centrioles vont se lier de fagon lache via des fibres de
cohésion (Bahe, Stierhof et al. 2005). A la transition G1/S, sous l'influence du complexe Cycline

E-Cdk2, la croissance de deux nouveaux centrioles est initiée. Chacun des nouveaux centrioles
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croit a partir de I'extrémité proximale d’un ancien centriole, et perpendiculairement a celui-ci
(Tsou and Stearns 2006). L’élongation des nouveaux centrioles continue jusqu’en fin de phase
G2. La phase G2 est aussi une phase de maturation pour les deux centrosomes, et cette
maturation est régulée par les protéines kinases Aurora A et Plkl (Barr and Gergely 2007).
Pendant la phase G2, le centriole fils (le plus immature des deux anciens centrioles) va acquérir
des appendices. En début de phase M, les fibres assurant la cohésion entre les deux doublés de
centrioles sont rompues et les deux centrosomes se séparent et forment les poles du fuseau

mitotique. Ce cyle est représenté sur le schéma 10.

Mitose

G2

Schéma 10 : Cycle de duplication du centrosome.

Le centrosome est dupliqué une seule fois au cours du cycle cellulaire. En phase G1, les cellules
contiennent un seul centrosome formé de deux centrioles : un centriole pere mature et un centriole
fils immature. Linitiation de la duplication de nouveaux centrioles correspond a la transition G1/S.
Lors de la phase G2, le centriole fils acquiert des appendices sur sa partie distale. En début de mitose,
la cellule contient deux centrosomes identiques qui vont se séparer pour former les péles du fuseau
mitotique.
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2.1.4.4 Centrosome et régulation du cycle cellulaire

Le cycle de duplication du centrosome est régulé de facon a ce que le centrosome soit
dupligué une seule fois par cycle cellulaire. Cette régulation intervient d’'une part en permettant
la duplication en phase G1, d’autre part en inhibant 'assemblée du centrosome pour éviter la re-
duplication en phase G2 (Tsou and Stearns 2006). Ces mécanismes font intervenir des molécules
qui régulent par ailleurss le cycle cellulaire, comme le complexe CyclineE-Cdk2 ou la protéine
Séparase, permettant ainsi de coordonner les deux cycles et d’éviter la multiplication des
centrosomes (Tsou and Stearns 2006). Néanmoins, la multiplication des centrosomes par re-
duplication peut se produire lorsque la phase S est prolongée par inhibition de la réplication de
'ADN (Wong and Stearns 2003). Les dommages a I'"ADN, qui impliguent un arrét ou un
ralentissement du cycle cellulaire sont aussi susceptibles de provoquer des amplifications du
nombre de centrosomes (Dodson, Bourke et al. 2004). Certaines modifications affectant la
protéine p53 ou induisant la surexpression de Cycline E conduisent aussi a la duplication
anormale des centrosomes (Fukasawa, Choi et al. 1996; Mussman, Horn et al. 2000). Les cellules
cancéreuses présentent souvent un nombre anormal de centrosomes, ce qui pourrait étre une
cause du processus de cancérogénese ou bien une conséquence des mutations affectant les

mécanismes de régulation du cycle cellulaire, qui sont trés fréquentes dans les tumeurs.

Par ailleurss, un certain nombre de travaux ont pu mettre en avant un réle potentiel pour
le centrosome dans la régulation du cycle cellulaire. En effet, la « perte » ou le « manque » de
centrosome semble induire un arrét des cellules en phase G1. Les cellules dont le centrosome a
été éliminé par microchirurgie ou par utilisation de laser s’arrétent en G1 aprées avoir traversé la
mitose sans centrosome (Hinchcliffe, Miller et al. 2001; Khodjakov and Rieder 2001).
Récemment pourtant, les mémes expériences ont été réalisées dans des cellules qui se
trouvaient déja en phase G1 au moment de I'ablation du centrosome (Uetake, Loncarek et al.
2007). Dans ce cas, les cellules sont capables de progresser jusqu’en phase S, sauf si elles sont
soumises a un stress exogeéne, auquel cas elles restent arrétées en phase G1. Ainsi, I'ablation du
centrosome pourrait arréter les cellules du fait d’un stress que cette absence crée pendant la
division (Srsen and Merdes 2006). Par ailleurss, lorsque l'intégrité du centrosome est

compromise par la diminution de protéines centrosomales, les cellules s’arrétent en phase G1 et
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cet arrét dépend des protéines p38MAPK, p53 et p21 (Srsen, Gnadt et al. 2006; Mikule, Delaval
et al. 2007). Ceci pourrait étre la réponse cellulaire a cette modification de la plateforme que

constitue le centrosome.

2.2 Vie et mort des cellules somatiques

2.2.1 Introduction

En 1961, Hayflick observa que les cellules issues de tissus normaux et mises en culture ne
proliféraient pas indéfiniment (Hayflick and Moorhead 1961). Il tira de ces observations la
conclusion empirique que les cellules primaires, donc non transformées, ont une durée de vie
limitée a un certain nombre de divisions cellulaires et que cette régulation est un mécanisme qui
dépend de signaux intracellulaires (Hayflick 1965). La notion de limite de Hayflick met en avant la
notion que la vie et la mort des cellules normales est régulée et que cette régulation est liée a la

division des cellules.

Les eucaryotes supérieurs proliféerent par division cellulaire, une cellule donnant
naissance a deux cellules filles identiques. Les cellules se divisent selon une séquence
d’évenements régulés finement appelée le cycle cellulaire. Chez les eucaryotes supérieurs, ce
cycle est sensiblement différent dans les cellules embryonnaires, les cellules germinales ou les
cellules somatiques. Je décrirais plus précisément le cycle cellulaire des cellules somatiques. La
régulation de la prolifération des cellules fait aussi intervenir des mécanismes de sénescence et
de mort cellulaire programmeée, dont certains sont mis en place pour pallier a des erreurs

apparaissant au cours de la division des cellules.

2.2.2 Le cycle cellulaire
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Le cycle cellulaire est 'ensemble des étapes traversées par une cellule somatique lors de
sa division en deux cellules filles identiques, contenant chacune la méme information génétique.
On décrit habituellement le cycle cellulaire en deux périodes, I'interphase et la phase M (cf.
shéma 11). L'interphase regoupe trois phases fonctionnellement distinctes. Ces phases sont les
phases G1 (Gapl), S (Synthese), G2 (Gap2). On décrit aussi la phase GO, qui comprend des
cellules quiescentes ne se divisant plus mais dont le métabolisme reste actif. Les cellules
guiescentes sont susceptibles d’entrer a nouveau dans le cycle cellulaire et de proliférer apres

stimulation via des signaux mitogénes. La phase M regroupe la mitose et la cytokinése.

‘ Phase M

2N

Interphase

Schéma 11 : représentation des phases du cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est constitué d’'un enchainement d’étapes conduisant a la réplication de I’ADN puis a la
répartission de I’ADN en deux cellules filles. En phase G1 la cellule contient 2N chromosomes. En phase S
chaque chromatide est répliquée. En phase G2 la cellule contient 4N chromosomes, chaque chromosome
ayant 2 chromatides. Pendant la mitose les chromatides sceurs de chacun des chromosomes sont séparées
et réparties entre les deux cellules filles.
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2.2.2.1 Les différentes phases du cycle cellulaire

L'interphase est |la période du cycle cellulaire pendant laquelle les cellules dupliquent leur
matériel génétique et augmentent leur volume et leur masse avant la division. Pendant cette
période, la synthése de protéine est importante et permet la réplication de I’ADN, la duplication
du centrosome, 'augmentation du volume cellulaire et de la quantité d’organites cellulaires, qui

seront répartis entre les cellules filles pendant la phase M (Alberts 2002).

La phase G1 est la plus longue du cycle cellulaire. Elle recouvre deux phénomenes
importants. Dans un premier temps, les cellules sorties de phase M ou bien quiescentes vont
intégrer des signaux différents et décider ou non d’entamer un nouveau cycle cellulaire. Dans un
deuxiéme temps, une fois cette décision prise, les cellules vont activer la transcription de genes
essentiels a la duplication de I’ADN et du centrosome, qui se produisent en phase S. Dans la
premiere partie de la phase G1, les cellules sont particulierement sensibles aux stimuli
mitogénes externes. Sous linfluence de signaux prolifératifs ou mitogenes, les cellules
s’engagent plus avant dans la phase G1 et passent le point de restriction, apres lequel elles sont

engagées dans un nouveau cycle cellulaire complet.

La phase S se caractérise par la réplication du matériel génétique. L’ADN est répliqué de
facon semi conservative, ainsi les chromatides anciennement et nouvellement synthétisées sont
identiques. Au cours de cette phase les centrioles qui constituent le centrosome sont aussi
dupliqués. La duplication du centrosome et celle du matériel génétique sont coordonées par des

acteurs de la régulation du cycle cellulaire.

Durant la phase G2 la cellule controle la duplication de I’ADN et les éventuelles erreurs
commises et se prépare a la mitose. Cette phase correspond a une phase de synthese intense
qui mene a un volume cellulaire plus important. En fin de phase G2 les chromosomes

commencent a se condenser.

La phase M est la phase du cycle pendant laquelle la cellule va effectivement opérer sa
division en deux cellules filles identiques. Les différentes étapes conduisant a la ségrégation des
chromosomes et leur répartition entre deux cellules filles font partie de la mitose. En plus de
chromatides identiques, les deux cellules filles recoivent grace a ce mode de division, une
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guantité semblable d’organelles qui ont été dupliquées en phase S et G2. La mitose se divise en
phases morphologiquement distinctes que sont la prophase, la métaphase, I'anaphase et la
télophase. La cytokinése termine la phase M. Elle correspond a la phase d’individualisation des
deux cellules filles et de clivage de la membrane qui va permettre leur indépendance et va

marquer la fin de la divison.

2.2.2.2 Description de la phase M

Lors de la prophase, premiere phase de la mitose, la membrane nucléaire se désassemble
en méme temps que les chromosomes se condensent. Parallelement les deux centrosomes
comportant chacun deux centrioles, vont se séparer et s’éloigner jusqu’a se disposer de part et
d’autre des chromosomes, de facon symétrique. Dans le méme temps, les microtubules sont
devenus plus dynamiques et s’arrangent en un fuseau a partir de pdles formés par les

centrosomes.

En métaphase les chromosomes s’alignent progressivement sur la plague métaphasique,
un disque situé au centre du fuseau mitotique. On distingue la prométaphase, pendant laquelle
les chromosomes se positionnent correctement a l'aide des microtubules, de la métaphase
proprement dite ou ils sont alignés sur la plaque métaphasique. Les microtubules forment alors
un reseau bipolaire de microtubules antiparalléles appelé le fuseau mitotique. Au cours de la
prométaphase, les microtubules se lient progressivement aux kinétochores, des structures

protéiques localisées au niveau des centroméres.

En anaphase les deux chromatides sceurs de chaque chromosome se séparent et chacune
est attirée vers un podle du fuseau par le biais du raccourcissement des microtubules, formant
ainsi deux pools de chromosomes. Pendant cette phase trés courte, le fuseau central de

microtubules commence a s’organiser.

En télophase, les deux pools de chromosomes sont chacun a un péle du fuseau. Les
microtubules s’organisent en un réseau antiparralelle au centre de la cellule appelé le fuseau

central. Au fur et a mesure de I'avancement de la télophase, le fuseau central se compacte et

32



son centre forme une structure appelée corps intermédiaire. A mi-distance entre les deux
extrémités de la cellule qui vont former les cellules filles, juste sous la membrane cellulaire et
liée a celle-ci, se forme I'anneau contractile. Il s’agit d’'une structure composée de fibres d’Actine

et de Myosine qui se contracte, séparant ainsi les deux nouvelles cellules filles.

La cytokinése correspond a la fin des événements de mitose et amorce la transition avec
la phase G1. Lors de cette phase, les cellules restaurent leur membrane nucléaire et
décondensent leurs chromosomes. A ce stade, I'anneau d’Acto-Myosine s’est contracté jusqu’a
rejoindre le fuseau central de microtubules qui s’est compacté en une petite structure, appelée
le corps intermédiaire, prolongée de part et d’autre de quelques fuseaux de microtubules. Peu a
peu le fuseau central de microtubules et le réseau d’Actine se dépolymérisent, ne laissant
subsister que le corps intermédiaire dense aux éléctrons. Dans le méme temps, comme le
cytosquelette d’Actine se réorganise, les cellules commencent a former a nouveaux des contacts
avec la matrice extracellulaire et a adhérer a celle-ci. La cytokinése se termine avec le clivage de
la membrane plasmique au niveau du corps intermédiaire permettant la séparation physique

des deux cellules filles. Ces étapes sont résumées sur le schéma 12.
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Schéma 12 : Description de la phase M.

A : Cellule en début de prophase. Les centrosomes ne sont pas encore séparés. L’ADN se condense
dans le noyau toujours délimité par la membrane nucléaire. B : Cellule en fin de prophase et début de
prométaphase. La membrane nucléaire disparait, les centrosomes se sont séparés et se localisent de
fagon a former les poles du fuseau mitotique. C: cellule en prométaphase. Les chromosomes
s’alignent peu a peu sur la plague métaphasique grace au fuseau de microtubules. D : Cellule en
métaphase. Les chromosomes sont alignés sur la plaque métaphasique. E : Cellule en anaphase. Les
chromatides sceurs se séparent et les deux pools de chromosomes sont attirés chacun vers un pole. F
: Cellule en télophase. Les microtubules forment un fuseau central autour duquel I'anneau
contractile d’Acto-Myosine se construit et sépare les deux futures cellules filles. G : Cellule en fin de
télophase. L’anneau d’Acto-Myosine s’est contracté juqu’au corps intermédiaire formé de Tubuline.
La membrane nucléaire se reforme et les chromosomes commencent a se décondenser. H: Cellule
en cytokinése. Les cellules s’attachent a nouveau a la matrice, 'ADN est décondensé et I'anneau
contractile s’est dépolymeérisé. Le corps intermédiare formé de Tubuline est toujours présent, mais le
fuseau central a disparu.

2.2.2.3 Les intervenants moléculaires de la mitose

Pendant la mitose, la cellule organise un complet réarrangement du cytosquelette, un
remodelage des chromosomes, une répartition particuliere des organelles ainsi qu’une
modification de la membrane nucléaire et de la membrane plasmique. Toutes ces modifications

indispensables sont le fait d’intervenants moléculaires particuliers.
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Parmi les intervenants moléculaires nécessaires au bon déroulement de la mitose, on
retrouve les moteurs moléculaires qui régulent la forme et 'activité des cytosquelettes d’actine
et de microtubules ainsi que la position des centrosomes (voir introduction sur le cytosquelette).
On trouve aussi les complexes protéiques responsables de la compaction et de I'organisation des
chromosomes, les kinétochores et les molécules impliquées dans le point de contrdle mitotique
et la régulation de 'APC/C (décrit dans le chapitre des points de contrdle), et le complexe des
protéines passageres dont le réle majeur semble étre la coordination de tous ces événements.
Tous ces éléments interviennent dans la formation ou le fonctionnement du point de contréle

mitotique.

2.2.2.3.1 Les complexes régulant la compaction et I'organisation des chromosomes

Les chromosomes mitotiques sont composés d’environ 1/3 d’ADN, 1/3 d’Histones et 1/3
de protéines associées qui sont responsables de la forme caractéristique des chromosomes en
métaphase (Decordier, Cundari et al. 2008). Un mécanisme, dit Chromosome Scaffold, fait
intervenir a la fois des protéines se liant a ’ADN et des séquences d’ADN spécifiques et permet
I’organisation particuliére de la chromatine en mitose. De plus, un complexe de protéines appelé
Cohésine permet I'attachement des deux chromatides sceurs et régule leur séparation au

moment de la transition métaphase/anaphase.

Le Chromosome Scaffold est constitué des protéines Topoisomérase Il (une protéine
permettant la décaténation de I’ADN) et Smc2 (une sous unité du complexe Condensine) (Hirano
and Mitchison 1994). Ces protéines se lient a des séquences spécifiques d’ADN, les SAR (Scaffold
Attachement Region) qui définissent les limites de boucles d’ADN (Strick and Laemmli 1995;

Almagro, Riveline et al. 2004).

La Topoisomérase Il est une enzyme permettant la décaténation des brins d’ADN. Elle est
impliquée dans un grand nombre de mécanismes dont la réparation, la réplication, la
recombination et la transcription de I’ADN (Decordier, Cundari et al. 2008). La Topoisomérase |l
a été impliquée dans le déclenchement d’un point de contréle lié au stress mais indépendant

des dommages a I’ADN en phase G2 (Mikhailov, Shinohara et al. 2004). La décaténation de I’ADN
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est importante pour le bon déroulement de la mitose et son inhibition conduit a un arrét des
cellules en métaphase et une activation du point de contréle mitotique (Skoufias, Lacroix et al.
2004; Toyoda and Yanagida 2006). La Topoisomérase Il est régulée en mitose par
phosphorylation, sous la dépendance de la kinase Plkl et de la phosphatase PP2A (Escargueil
and Larsen 2007; Li, Wang et al. 2008). Le rdle de la Topoisomérase Il en mitose serait de
permettre la résolution correcte des centromeres au moment de la ségrégation des chromatides
afin d’éviter de former des ponts de chromatine (Chromatine bridges) susceptibles lors de la

cytokinése de subir des dommages a I’ADN.

Les complexes protéigues des Condensines sont composés de protéines Smc et de sous
unités de Kleisines. Chez les vertébrés on trouve deux types de complexes Condensines,
Condensine | et Condensine Il. Les deux complexes partagent le méme cceur de protéines (CAP-
E/Smc2 et CAP-C/Smc4) mais contiennent des sous-unités régulatrices différentes (CAPD2 et
CAP-G pour Condensine |, CAPD3 et CAP-G2 pour Condensine Il) (Haering and Nasmyth 2003).
Aurora B contrdle le recrutement des Condensines | sur les chromosomes mitotiques (Lipp,
Hirota et al. 2007). Le recrutement des Condensines sur les chromosomes coincide avec la
phosphorylation de la Serine 10 de I'Histone H3 par la protéine kinase Aurora B, cette
phosphorylation étant un marqueur de la condensation des chromosomes. Les Condensines
jouent un réle dans le point de contréle mitotique en permettant le maintient de la tension au
niveau des kinétochores en métaphase (Yong-Gonzalez, Wang et al. 2007). Ces complexes
seraient régulés entre autre par les protéines phosphatases de type 1, les PP1 (Vagnarelli,

Hudson et al. 2006).

2.2.2.3.2 Leskinétochores et les protéines du point de contréle mitotique

Les kinétochores sont des structures protéiques qui s’organisent au niveau des
centroméres lors de la mitose. Ces structures jouent le role de plateformes sur lesquelles un
grand nombre de protéines régulatrices se localisent et interagissent. C'est sur cette
plateforme que les fibres kinétochoriennes viennent se fixer. Les kinétochores sont décrits

dans la littérature comme étant formés de trois couches. On distingue la couche interne, la
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couche externe et la couronne ou corona (Musacchio and Salmon 2007). L’'ensemble des

protéines qui se localisent sur les kinétochores est présenté sur le schéma 13.

Les kinétochores s’établissent au niveau des centromeéres par le biais de la protéine
CENP-A, un variant de I'histone H3 spécifique des centromeéres. La région des centromeéres
comprend un grand nombre de copies (de 1500 a 30 000) d’'une séquence de 171 paires de
bases répétées en tandem et appelée satellite a (Cleveland, Mao et al. 2003). Il existe deux
familles majeures de satellites a, a-l qui est trés conservée, et a-Il dont la structure varie de
facon importante. Lors de la condensation de la chromatine des centromeres en prophase,
les structures a-l sont retrouvées a I’extérieur du centromere, a la surface du chromosome,
tandis que les structures a-ll sont a l'intérieur. CENP-A forme des nucléosomes se liant
principalement aux satellites de types a-1 (Cleveland, Mao et al. 2003). Les protéines de la
couche interne des kinétochores s’assemblent de facon hiérarchique et co-dépendante a
partir de CENP-A selon la séquence : CENP-A, CENP-B, CENP-C, CENP-H, CENP-| et hMIS12. Ces
protéines sont constitutives des kinétochores et restent localisées sur les séquences du
centromére tout au long du cycle cellulaire (Decordier, Cundari et al. 2008). La couche
externe des kinétochores et la corona se forment progressivement apres I'entrée en mitose

par accumulation de protéines dont la localisation est aussi co-dépendante.

La couche externe comprend notamment le complexe HEC1 qui joue un role dans
I'attachement des fibres kinétochoriennes en métaphase (Deluca, Gall et al. 2006). Les
complexes KNL1, MIS12 et le complexe Mcm21 chez la levure s’associent aussi a la couche
externe. Le complexe KNL1 semble déterminant dans la construction du kinétochore et pour
la localisation de protéines sur la corona (Cheeseman, Hori et al. 2008). Les complexes
HEC1/KNL1/MIS12 forment un réseau responsable de I'attachement des microtubules aux
kinétochores (Cheeseman, Chappie et al. 2006). Ces trois complexes augmentent
I'attachement aux microtubules de fagon synergique. La couche externe servira de
plateforme sur laquelle les protéines du point de contréle mitotique viennent se localiser et

sont régulées (DelLuca, Howell et al. 2003).

La corona est la partie la plus externe et la plus dynamique des kinétochores. On vy
retrouve des protéines spécifiques des bouts (+) des microtubules dont les protéines Clasp,

EB1, ch-TOG et CLIP170. On estime que le rdle de ces protéines aux kinétochores serait de
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stabiliser les microtubules qui viennent s’y attacher (Tanaka, Stark et al. 2005). On trouve
aussi la kinésine CENP-E qui intervient dans I'attachement des microtubules (Mao, Desai et al.
2005). Le complexe formé des protéines Rod/ZW10/ZWILCH vient se localiser sur la corona
grace a HEC1, et permet le recrutement du complexe Dynéine/Dynactine et de Madl et
Mad2 (Karess 2005). Pendant la mitose, la Dynéine est recrutée aux kinétochores par le
complexe formé des protéines Zw10/Rob qui se lie a p50-dynamitine, et migre vers les poles
du fuseau mitotique en transportant des protéines spécifiques vers les centrosomes (Howell,
McEwen et al. 2001; Buffin, Lefebvre et al. 2005; Karess 2005). La Dynéine participe au point
de contréle mitotique de facon indirecte, en transportant et donc en régulant la localisation
de protéines importantes pour I'activité de ce point de controle. En effet, la Dyneine est
responsable du transport de la protéine Mad2 vers les poOles. Elle participe ainsi a la
dynamique d’échange de cette protéine aux kinétochores et surtout a I'inactivation du point
de contréle mitotique en retirant Mad2 des kinétochores lors de la transition
métaphase/anaphase (Howell, McEwen et al. 2001). L’activité du complexe Dynéine/
Dynactine est régulée aux kinétochores par les protéines LIS1, Clip170, NudE et Nudel (Tai,

Dujardin et al. 2002; Yan, Li et al. 2003; Stehman, Chen et al. 2007).

Les protéines du point de contrble mitotique se localisent sur les kinétochores. C'est le

cas de Bub1 et BubR1 qui sont recrutées sur les kinétochores via Bub3 (Musacchio and Salmon

2007), mais aussi de I'ubiquitine ligase APC/C et de Cdc20 qui régule sont activité (Acquaviva,

Herzog et al. 2004). La localisation de Mad2 aux kinétochores induit son activation. On distingue

deux formes de la protéine, une forme activée appelée Mad2-C et une forme inactive Mad2-0O

(De Antoni, Pearson et al. 2005; Yu 2006). La forme Mad2-C est retrouvée sur les kinétochores,

la forme Mad2-0 est soluble.
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Schéma 13 : Structure du kinétochore.

Le kinétochore se construit sur la zone
délimitée par les nucléosomes contenant
CENP-A. La couche interne comprend des
protéines qui s’associent avec le
centromere tout au long du cycle (formes
ovales bleues et violettes, famille des
protéines CENP). Ces protéines se lient a
CENP-A de fagon séquentielle. La couche
externe se forme pendant la mitose sur la
couche interne et comprend les complexes
responsables de la liaison aux microtubules
(kMTs pour Kinetochore microtubules) :
KNL1 (Spc105 chez la levure), MIS12 (Mtw1
chez la levure), HEC1 (Ndc80 chez la
levure) et le complexe Mcm2l. Les
protéines kinases Plkl et Mpsl localisent
aussi aux kinétochores et régulent le
recrutement d’autres protéines sur la
corona. Les protéines de la corona se lient
a la couche externe de fagon dynamique.
Le complexe RZZ permet le recrutement de
la Dynéine et de Madl et Mad2-C
(représenté par les cercles jaunes et la
lettre C pour Mad2 Closed, la forme active
de Mad2). Mad2-C (forme active) et Mad2-

O (forma inactive) ont une cinétique d’échange aux kinétochores importante. Les protéines du point de controle Bub1l
et BubR1 sont recrutées sur la corona via Bub3. Le complexe APC/C et Cdc20 localisent aux kinétochores ou ils sont
inhibés. Les protéines des extrémités des microtubules localisent sur la corona et stabilisent les microtubules. D’autres
protéines sont retrouvées aux kinétochores : les protéines RanGAP, RanBP2, CRM1, et des sous-unités du complexe du
pore nucléaire (NPC pour Nuclear Pore Complex), ces protéines n’ont pas de role direct dans la régulation du point de
contrble mitotique. La protéine MCAK et le complexe des protéines passageres constitué d’Aurora B, Boréaline, INCENP
et Survivine sont localisés aux niveau de la face interne des centromeéres. D’aprés (Musacchio and Salmon 2007).

2.2.2.3.3

Les protéines passageres

Les protéines passageres forment un groupe de protéines associées en complexe lors de

la mitose. Ces protéines tiennent leur nom de leur localisation particuliere pendant la phase M

(cf. schéma 14). Elles s’associent avec les chromosomes en prophase et jusqu’en métaphase ou

elles se concentrent au niveau de la face interne des centromeres, au fur et a mesure que les

fibres kinétochoriennes s’attachent aux kinétochores. Lors de la transition métaphase-anaphase,
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elles se dissocient rapidement des centromeres et se relocalisent sur le fuseau central a mi-
distance entre les chromosomes, puis au niveau du corps intermédiaire en cytokinése. Le

complexe des protéines passageres et composé d’INCENP, Aurora B, Survivine et Boréaline.

INCENP est la premiére des protéines passagéres a avoir été identifiée (Cooke, Heck et al.
1987). INCENP se lie aux autres protéines passageres et agit de ce fait comme une protéine
d’échaffaudage (scaffold) qui permet la formation du complexe (Adams, Wheatley et al. 2000;
Bolton, Lan et al. 2002).

Aurora B est une sérine/thréonine kinase qui intervient dans un grand nombre de
mécanismes pendant la mitose. La liaison a INCENP induit I’activation d’Aurora B, puis la
phosphorylation d’'INCENP, qui augmente encore I'activation de la kinase Aurora B, créant ainsi

une boucle d’amplification (Honda, Korner et al. 2003).

Survivine est une protéine qui fait partie de la famille des protéines inhibitrices
d’apoptose (IAP : Inhibitor of Apoptosis Proteins), mais son réle d’inhibiteur de I'apoptose reste
controversé (Lens, Vader et al. 2006). Le r6le de Survivine en mitose semble étre la localisation
du complexe des protéines passageres (Klein, Nigg et al. 2006; Vader, Kauw et al. 2006). La
phosphorylation de Survivine via Aurora B parait étre importante pour la régulation du
complexe, et Survivine est importante pour la liaison d’Aurora B a INCENP (Honda, Korner et al.

2003; Wheatley, Henzing et al. 2004; Delacour-Larose, Thi et al. 2007).

La protéine Boréaline est la protéine passagere découverte le plus récemment
(Gassmann, Carvalho et al. 2004). Bien que lI'on sache que la Boréaline est phosphorylée
pendant la mitose, notamment par Aurora B, on ignore encore la fonction exacte de cette

protéine au sein du complexe (Kaur, Stiff et al. 2007; Slattery, Moore et al. 2008).

Les fonctions du complexe des protéines passageres sont multiples. Ce complexe agit
essentiellement par phosphorylation via la kinase Aurora B. A chacune des étapes de son trajet,
le complexe des protéines passageres intéragit avec d’autres complexes, et régule ainsi les

différentes étapes de la mitose, et de facon plus globale, leur orchestration.

Ainsi, en prophase, les protéines passageres sont réparties sur les chromosomes. A ce

stade, Aurora B phosphoryle a la fois I’histone H3 et les complexes Condensines | responsables
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de la condensation des chromosomes (Lipp, Hirota et al. 2007). Le complexe des protéines
passagéres joue un role dans la mise en place du fuseau mitotique ainsi que dans le point de
contr6le mitotique. L'inhibition d’Aurora B par la molécule ZM447439 ou la réduction du niveau
de la protéine Boréaline par siRNA produit des fuseaux mitotiques anormaux (Gassmann,
Carvalho et al. 2004; Wang, Toppari et al. 2006). Aurora B intervient aussi en régulant I'activité
et la localisation de la protéine MCAK, ce faisant elle est impliquée dans la réparation des
attachements incorrects des microtubules aux kinétochores. Aurora B régule I'activité de HEC1
et permet ainsi le recrutement des protéines du point de contréle mitotique aux kinétochores et

la liaison des microtubules aux kinétochores.

L'activité du complexe des protéines passageres est necessaire au bon déroulement de la
cytokinése. La protéine kinase Aurora B phorphoryle MgcRacGAP et cette phosphorylation
modifie I'activité RacGAP en activité RhoGAP, qui permet I'activation de RhoA et la contraction
de I"'anneau contractile (Minoshima, Kawashima et al. 2003). La phosphorylation de la Vimentine
par Aurora B permet la réorganisation des filaments intermédiaires indispensable a la cytokinese

(Goto, Yasui et al. 2003).

Schéma 14 : Localisation des protéines passagéeres au cours de la phase M.

Images d'immunofluorescence (images Aa a Da) et schémas correspondants (Ab a Db) présentant la
localisation d’Aurora B (en vert) pendant la mitose dans des cellules Hela. Les centromeéres sont
marqués en rose, la Tubuline-a en rouge et ’ADN en bleu. (A) En prophase, Aurora B est nucléaire et
co-localise avec les centromeéres (Aa, image, Ab, schéma). (B) En métaphase elle se situe aux
centromeres, au niveau de la face interne des chromosomes. (C) En anaphase, Aurora B se relocalise
sur le fuseau central. (D) En télophase Aurora B est située au niveau du corps intermédiaire. D’apres
(Rieder, Cole et al. 1995; Ruchaud, Carmena et al. 2007).
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2.2.2.4  Larégulation du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est régulé principalement par des complexes enzymatiques appelés
complexes Cycline-Cdk (Morgan 1997; Bloom and Cross 2007). Ces complexes phosphorylent des
substrats particuliers responsables d’évenements cellulaires. La régulation de l'activité des
Cyclines-Cdk permet l'orchestration de ces événements et le bon déroulement du cycle
cellulaire. Ces complexes sont régulés premierement par disponibilité des Cyclines, des protéines
qui activent les kinases Cdk et ont un role dans la spécificité de substrat de ces dernieres. Ainsi la
régulation transcriptionnelle et la dégradation des Cyclines est un aspect majeur de la régulation
du cycle cellulaire. La dégradation par le protéasome des Cyclines dépend de modifications post-
traductionnelles spécifiques, des poly-ubiquitinations. Ces modifications sont effectuées par des
complexes enzymatiques dit ubiquitines ligases E3, I’APC/C et le SCF, dont I'activité est régulée

au court du cycle cellulaire.

2.2.2.4.1 Les complexes Cyclines-CDK

Les complexes Cyclines-Cdk sont des complexes enzymatiques dimériques formés d’une
sous unité Cdk (Cyclin dependant kinase) et d’une sous unité Cycline (Pines 1992). Les Cdk sont
des kinases des résidus sérines et thréonines dont I'activité dépend de la liaison a une Cycline.
Les Cdk représentent une famille de protéines de taille homogéne, trés conservées et dont
I'expression au cours du cycle cellulaire est relativement constante. La famille des Cyclines
regroupe au contraire des protéines trés diverses, de taille variable et dont I'expression et la
dégradation sont régulées et varient selon les différentes phases du cycle (Murray 1995; King,

Deshaies et al. 1996).

Chez les eucaryotes supérieurs, il existe plusieurs Cdk capables de se lier a diverses
cyclines. Une liste non exhaustive des Cdk et de leurs Cyclines associées, ainsi que des fonctions

décrites dans la littérature de ces complexes est présentée dans le tableau 3.

Les complexes Cycline-Cdk majeurs responsables des transitions entre les différentes

phases du cycle cellulaire chez les eucaryotes supérieurs sont présentés sur le schéma 15.
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CdK Cycline associée Pic d’expression de la Cycline Fonction principale du complexe
Cdk1l Cycline A S/G2/M Transition G2/M
Cycline B1 G2/M Idem
Cycline B2 G2/M Idem
Cycline B3 G2/M Idem
Cdk2 Cycline A S/G2/M Transition G1/S et phase S
Cycline B2 G2/M Transition G2/M
Cycline E G1/S Transition G1/S
Cdk3 Cycline E2 Transition G1/S
Cdk4 Cycline D1 G1 Régulation G1 et transition G1/S
Cycline D2 G1 Idem
Cycline D3 Constant Idem
Cdk5 Cycline G G2/M Transition G2/M
Cdk6 Cycline D1 G1 Régulation G1 et transition G1/S
Cycline D2 G1 Idem
Cycline D3 Constant Idem
Cdk7 Cycline H CAK, kinase actrivatrice des complexes Cycline-Cdk

Tableau 3 : Principales Cdk impliquées dans le cycle cellulaire et leurs Cyclines associées.

Schéma 15 : principaux complexes Cycline-Cdk impliqués dans la régulation du cycle cellulaire.
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L’activation compléte du complexe Cycline-Cdk nécessite une phosphorylation via une
kinase CAK (pour CDK Activating Kinase) (Fisher and Morgan 1994; Makela, Tassan et al. 1994).
CAK est un complexe enzymatique formé de Cdk7, sous-unité catalytique de la famille des Cdk, la
Cycline H et de la protéine Matl. CAK phosphoryle un résidu thréonine situé a I'entrée du site
enzymatique du complexe, modifiant ainsi sa structure et augmentant son activité. Il s’agit du
résidu thréonine 160 pour la forme humaine de Cdk2, et du résidu thréonine 161 pour la forme

humaine de Cdk1.

2.2.2.4.2 Lesrégulateurs des complexes Cyclines-CDK

Les complexes Cyclines-Cdk sont notamment régulés par phopshorylation et
déphosphorylation. Les kinases Weel et Mytl phosphorylent les complexes sur les résidus
conservés Tyrosine 15 (Weel et Mytl) et Thréonine 14 (Mytl) des Cdk et ces phophorylations
sont inhibitrices (Morgan 1997). Les phopshatases Cdc25 (Cdc25 A, B et C chez 'homme)
déphosphorylent ces résidus et levent linhibition du complexe. Ces régulations post-
traductionnelles permettent la modulation de I'activité des complexes au cours d’'une méme
phase et sont déterminantes dans la régulation du complexe Cycline B-Cdk1 et I’entrée en phase

M (Karlsson-Rosenthal and Millar 2006).

Les complexes Cycline-Cdk sont aussi régulés par une famille d’inhibiteurs, les CKI (pour
CDK Inhibitor) (Besson, Dowdy et al. 2008). Ce groupe se partage en deux sous-familles, les
protéines produites par le géne INK4 (plS'NK4, p16'NK4, p18INK4 et p19'NK4) et la famille des
protéines Cip/Kip (p21°7, p27"°* et p57"'2). Les membres de la famille INK4 se lient a Cdk4 et
Cdk6 et empéchent la liaison a la Cycline D. Les membres de la famille Cip/Kip forment des
hétérodimeres avec les complexes Cycline-Cdk et inhibent leur activité. Ces inhibiteurs sont

particulierement impliqués dans le déroulement de la phase G1.

2225 Cas particulier de la phase G1
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La phase G1 est la phase qui précede la phase S ou I’ADN est dupliqué. La phase G1 peut
étre divisée en plusieurs étapes. La premiére partie de la phase G1 ainsi que la sortie de phase
GO conduisant a la phase G1 permettent l'intégration de signaux prolifératifs internes et
externes jusqu’au point de restriction (Planas-Silva and Weinberg 1997). Le point de restriction
marque la limite avec la phase G1 dite tardive dans laquelle les cellules qui ont alors amorcé un
nouveau cycle cellulaire préparent et régulent la duplication de I’ADN et du centrosome. La
traversée de la phase G1 nécessite I'activation d’au moins deux types de complexes Cycline-Cdk :
Cycline D-Cdk4/6 et CyclineE-Cdk2. Une description simplifiée de la régulation des Cyclines-Cdk

en phase G1 est présentée sur le schéma 16.

Le déroulement de la phase G1 et la régulation des différentes Cyclines-Cdk impliquées
sont soumis au controOle des facteurs de transcription E2F et de la famille des pocket proteines
qui régule leurs activités (Cobrinik 2005; Dimova and Dyson 2005; Macaluso, Montanari et al.
2006). Chez les mammiferes supérieurs, la famille des facteurs de transcription E2F comprend
les facteurs E2F1 a E2F7, et la famille des pocket proteines comprend les protéines pRb, p130 et

p107.

Les trois pocket protéines ont la propriété de se lier a des facteurs E2F. Ces liaisons sont
inhibées par la phosphorylation des pockets protéines par les complexes Cycline E-Cdk2 et
Cycline D-Cdk4/6 actifs en phase G1 (Cobrinik 2005). Les protéines p130 et p107 semblent avoir
des affinités ou une spécificité pour des facteurs E2F différents de ceux que lie pRb et sont
impliqués dans la régulation de genes différents. pRb est exprimée de fagon constante mais son
état de phosphorylation varie au cours du cycle, tandis qu’il semblerait que p130 soit exprimée
plus fortement dans les cellules arrétées et p107 plus fortement dans les cellules en prolifération

(Classon and Dyson 2001).

La famille des facteurs de croissance E2F est composée de 7 membres qui sont activés
par hétérodimérisation avec les protéines DP (DP1 ou DP2), a I'exception de E2F6 et E2F7
(Dimova and Dyson 2005). Les génes sous le contrdle des facteurs E2F:DP sont multiples. lls
comprennent notamment les protéines Cycline A et Cycline E, Cdk1 et Cdk2 et la phosphatase
Cdc25A qui régule notamment I'activité de Cdk2 (DeGregori, Kowalik et al. 1995). Les facteurs
E2F activent également la transcription de génes codant pour des protéines impliquées dans la

réplication de ’ADN. C’est le cas des protéines Mcm, Orcl, Cdc6 et PCNA qui sont impliquées
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dans la formation de complexes aux niveaux des fourches de réplication de I’ADN qui assurent et
régulent la duplication de I’ADN au cours du cycle cellulaire (Genovese, Trani et al. 2006). Les
facteurs E2F activent aussi la transcription de d’enzymes nécessaires a la synthese des nouveaux
brins d’ADN (ADN Polymerase alpha, Thymidilate kinase, dihydrofolate réductase), ainsi que des
protéines nécessaires a la réparation de I’ADN (DNA-PK, Rad51, BRCA1) et des effecteurs des
points de contréles (p53, Chk1) (Ren, Cam et al. 2002). Parmi les facteurs de transcription, E2F1,
E2F2 et E2F3a sont de forts activateurs de la transcription qui sont a la fois liés
préférentiellement et inhibés par pRb (Trimarchi and Lees 2002). lls sont faiblement exprimés en
phase GO mais leur expression et leur activité augmentent en milieu de phase G1. Il existe un
facteur de transcription E2F3b exprimé lorsque les cellules sont quiescentes et qui forme avec la
protéine pRb des complexes répresseurs de la transcription importants pour le maintient des
cellules en phase GO (Aslanian, laquinta et al. 2004). E2F4 et E2F5 sont des facteurs de
transcription moins puissants qui sont exprimés de fagon constante au cours du cycle. En phase
GO et en début de phase G1 ils sont liés a p130 et pl07 et forment alors des complexes
répresseurs de la transcription (Dimova and Dyson 2005). Ces complexes se lient aux promoteurs
et recrutent des histones déacétylases qui vont modifier la structure de la chromatine et ainsi
rendre impossible la transcription de ces génes. Il ne semble pas que les complexes formés des

E2F1-3 et de pRb aient une activité de répresseur de la transcription similaire.

Dans la phase G1 précoce ou bien en phase GO les cellules sont sous I'inhibition des
pocket protéines p130 (chez les cellules quiescentes) et pRb (chez les cellules cyclantes en tout
début de phase G1). En I'absence d’activité des complexes Cycline D-Cdk4/6 et CyclineE-Cdk2,
les protéines p130, chez les cellules quiescentes, et pRB, chez les cellules en prolifération en
phase G1, sont hypophosphorylées. p130 et pRb hypophosphorylées se lient aux complexes
formés des facteurs de transcription E2F et de DP1 et les inhibent. Sans activité
transcriptionnelle, les cellules ne produisent pas les protéines nécessaires a I’entrée en phase S

et a la duplication de I’ADN.

La régulation de Cycline D-Cdk4/6 se fait a plusieurs niveaux. Tout d’abord, I'expression
des Cycline D (D1, D2 ou D3 selon les types cellulaires) dépend de signaux mitogéniques. Les
signaux mitogéniques stimulant I'expression de Cycline D sont essentiellement des facteurs
externes, facteurs de croissance ou bien signaux induits par I'adhésion a la matrice
extracellulaire (Sherr 1995; Assoian 1997). En I'absence de signaux mitogéniques continus, la
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cycline D qui a une demie-vie trés courte est dégradée rapidement. Ces signaux régulent aussi le
niveau des protéines CDKI p21** et p27"PL. p27""* est élevé dans le cas d’absence de facteurs
de croissance, d’absence d’adhésion a la matrice extracellulaire ou bien en cas d’inhibition de
contact (Assoian and Zhu 1997; Bottazzi and Assoian 1997; Bottazzi, Zhu et al. 1999). La
stimulation par des facteurs de croissance ou par adhésion a la matrice extracellulaire conduit a

son élimination. p21“"*

n‘est exprimée que faiblement dans les cellules quiescentes et ne
semble pas avoir de role dans l'inhibition de contact, néanmoins I'absence d’adhérence a la
matrice extracellulaire stimule son expression. La stimulation par des facteurs de croissance
stimule aussi son expression mais de fagon transitoire (Wu and Schonthal 1997; Bottazzi, Zhu et

al. 1999). L’élévation passagére du niveau de p21°**

permet la stabilisation des complexes
Cycline-Cdk et facilite leur assemblage. En I'absence de signaux mitogéniques les niveaux des
protéines p21°P! et p27""* sont élevés et les complexes Cyclines-Cdk sont inhibés. Par ailleurss,

INK4

le facteur de croissance anti-mitotique TGF-B induit la transcription du CDKI p15 qui se lie a

Cdk4 et Cdké6 et inhibe la formation des complexes Cycline D—Cdk4/6, et parallelement réprime
I'expression de Myc (Sandhu, Garbe et al. 1997; Warner, Blain et al. 1999). La protéine p16™*
est aussi susceptible d’inhiber la formation des complexes Cycline D—Cdk4/6 (McConnell,

Gregory et al. 1999).

Le complexe Cycline E-Cdk2 est activé essentiellement par induction de I'expression de la
Cycline E par E2F et I'oncogene Myc (Obaya, Mateyak et al. 1999). L’activation du complexe
Cycline E-Cdk2 est a I'origine d’'une boucle rétro-activatrice. D’'une part, I'activation du complexe
Cycline E-Cdk2 permet la phosphorylation de pRb, ce qui entraine I'expression de plus de Cycline
E par E2F (Lundberg and Weinberg 1998). D’autre part, le complexe Cycline E-Cdk2 phosphoryle
et induit la dégradation de p27Kipl (Sheaff, Groudine et al. 1997; Carrano, Eytan et al. 1999;
Montagnoli, Fiore et al. 1999). Cette boucle marque le passage du point de restriction aprés
lequel les cellules sont engagées dans un nouveau cycle cellulaire. L'effet rétro-activateur
contribue a augmenter I'activité a la fois du complexe Cycline E-Cdk2 mais aussi des E2F. Passé le
point de restriction, les cellules en phase G1 synthétisent un grand nombre de protéines

nécessaires a la phase S sous I'effet des E2F activés.
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Schéma 16 : Régulation de la transition G1/S.

Les sighaux mitogénes induisent I'assemblage de complexes Cycline D-Cdk4/6 associés a une protéine de
la famille Kip/Cip. Ces mémes signaux peuvent moduler I'expression des inhibiteurs Kip/Cip. La
sequestration de p21CiIDl et p27Kipl par les complexes Cycline D-Cdk4/6 permet de lever I'inhibition du
complexe Cycline E-Cdk2. L’activation de Cycline E-cdk2 entraine la phosphorylation de pRb et |a libération
des facteurs E2F. Les facteurs E2F induisent I'expression de Cycline E, ce qui entraine une boucle
d’amplification de I'entrée en phase S. Parallelement, le complexe Cycline E-Cdk2 phosphoryle p27Kip1, ce
qui contribue a sa dégradation.

La régulation de la mitose implique essentiellement la régulation de I'activité de la kinase
Cdk1 via la regulation du complexe Cycline B-Cdk1. L’activation de ce complexe est nécessaire a
I'entrée en mitose puis au maintient des cellules en mitose, tandis que la sortie de mitose

dépend de I'inactivation de Cdk1.
2.2.2.6.1 L’entrée en mitose

Pendant la phase G2, la cellule controle qu’elle a correctement répliqué son ADN et

prépare I'entrée et le bon déroulement de la mitose. Le déclenchement de la mitose dépend de
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I'activité du complexe Cycline B-Cdkl (Nurse 1990). Pendant la phase G2 les Cycline B
s’accumulent et s’associent a Cdkl. Les complexes Cycline B-Cdkl sont néanmoins maintenus
inactifs grace aux phosphorylations inhibitrices des résidus Thréoninel4 et Tyrosine 15 sur Cdk1.
Ces phosphorylations sont le fait des kinases Weel et Mytl (Russell and Nurse 1987; Parker and
Piwnica-Worms 1992; Mueller, Coleman et al. 1995). L’activation rapide des complexes CyclineB-
Cdkl en fin de phase G2 se fait par déphosphorylation de ces sites par un isoforme de la

phosphatase Cdc25 : Cdc25C.

Cdc25C est une protéine phosphatase présente mais inhibée au cours du cycle. En phase
G2, Cdc25C est phosphorylée sur le résidu Serine 216 (résidu Serine 287 chez le Xénope). Cette
phosphorylation entraine la liaison a la protéine 014-3-3 qui inhibe Cdc25C en induisant son
export du noyau ou elle pourrait étre active (Peng, Graves et al. 1997; Dalal, Schweitzer et al.
1999). La liaison 014-3-3 /Cdc25C est destabilisée par la phosphorylation de Cdc25C par Cdk?2.
Chez le Xénope, La protéine phosphatase de type 1 (PP1, dont il existe trois isophormes chez
I’'homme) déphosphoryle alors la sérine 287 et empeche la liaison avec 014-3-3 (Margolis, Walsh
et al. 2003). La phosphatase PP2A a aussi été impliquée dans la déphosphorylation de Cdc25
(Margolis, Perry et al. 2006). Cdc25C est activée par phosphorylation par la Polo kinase Plk1, le
complexe Cycline B-Cdk1 lui-méme et la protéine ERK2, une MAPK (Mitogen Activated Protein

kinase).

Par ailleurss, la protéine phosphatase Cdc25B a aussi été impliquée dans la régulation de
I’entrée en mitose. Cdc25B est phosphorylée au centrosome par la protéine kinase Aurora A en
phase G2 (Dutertre, Cazales et al. 2004). En présence de dommages a I’ADN, |’activité de Aurora

A est inhibée et Cdc25B n’est pas activée (Cazales, Schmitt et al. 2005).

L’activation du complexe Cycline B-Cdkl par Cdc25B et Cdc25C conduit a une boucle
retro-activatrice. Le complexe Cycline B-CDK1 actif va permettre d’inhiber Weel, mais aussi
d’activer Cdc25C, par phopsphorylation (Hoffmann, Clarke et al. 1993). L’activation de Cycline B-
Cdk1 entraine la phosphorylation d’'un grand nombre de substrats qui jouent un role dans les
modifications morphologiques et moléculaires nécessaires au déroulement de la mitose. Ainsi,
cette activation permet la phosphorylation de protéines intervenant dans la condensation de la

chromatine (Condensines, Histone H1), la dynamique des microtubules et la formation du fuseau
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mitotique (MAP, pour Microtubule Associated Proteins) ou le désassemblage de la membrane

nucléaire (Lamines A, B et C) (Nigg 1992; McNally 1996; Murray 1998).

2.2.2.6.2 La sortie de mitose

Le déroulement de la mitose et la sortie de mitose sont orchestrées essentiellement par
le biais de dégradations de protéines clées par le protéasome, notamment de la Cycline B.
L’enzyme ubiquitine ligase APC/C marque les protéines cibles destinées a étres dégradées.
L'ubiquitination de ces substrats est régulée par la liaison de I’APC/C a une sous-unité
régulatrice, Cdc20 en début de mitose et Cdhl en fin de mitose (Acquaviva and Pines 2006;
Buschhorn and Peters 2006). Une description simplifiée du role et de la régulation de I’APC/C

pendant la mitose est présentée dans le schéma 17.

L’APC/C-Cdc20 régule notamment le passage de la métaphase a I'anaphase en contrdlant
I'initiation de la séparation des chromatides soeurs des chromosomes. Ce complexe est aussi
responsable de I'ubiquitination du complexe Cycline B-Cdk1l et permet de coordonner la sortie
de mitose avec la ségrgéation des chromosomes. Lors de la transition G2/M, le complexe Cycline
B-Cdk1 phosphoryle ’APC/C-Cdc20 et Cdh1. La phosphorylation de Cdc20 est activatrice, tandis
que la phosphorylation de Cdh1 est inhibitrice. Jusqu’au déclenchement de la mitose, I’APC/C-
Cdc20 serait inhibé par la protéine Emil, méme si ceci a été récemment contesté (Reimann,
Freed et al. 2001; Reimann, Gardner et al. 2001; Di Fiore and Pines 2007). La liaison de Cdc20 a
Emil, jusqu’en prophase ou Emil est dégradée, permet d’inhiber I’APC/C jusqu’a ce que le point
de contréle mitotique se mette en place (Margottin-Goguet, Hsu et al. 2003). Les protéines du
point de contréle mitotique sont activées et se lient a Cdc20 jusqu’a la métaphase (Yu 2007). La
levée de I'inhibition de I’APC/C-Cdc20 en métaphase s’accompagne de |'ubiquitination et ensuite
de la dégradation de la Sécurine et de la Cycline B, conduisant ainsi a I'inactivation de la kinase
Cdk1 (Glotzer, Murray et al. 1991; Hagting, Den Elzen et al. 2002). La Sécurine inhibe la protéine
Séparase en se liant a celle-ci. La Séparase est responsable du clivage du complexe Cohésine qui
lie les deux chromatides sceurs d’'un chromosome. La dégradation de la Sécurine conduit a la

séparation des deux chromatides soeurs de chaque chromosome (Uhlmann 2003).
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L'inhibition de Cdk1 induit une inhibition progressive de I'activité de I’APC/C-Cdc20, qui
n’est plus phosphorylé. L'inhibition de Cdh1 par phosphorylation via Cdk1 est aussi levée. Apres
la transition métaphase—anaphase, I'activité de I’APC/C-Cdc20 diminue au profit du complexe
APC/C-Cdh1 qui devient actif en fin de mitose et en début de phase G1. L'APC/C-Cdh1 est
responsable de la dégradation de protéines indispensables a la mitose et permet ainsi la sortie
de mitose (Pines 2006). La protéine phosphatase Cdc25C, qui a été activée en fin de phase G2 et
est responsable de l'activation du complexe Cycline B-Cdkl, est déphosphorylée et donc
désactivée en fin de mitose, ce qui contribue aussi a la sortie de mitose. Il semble que cette
inactivation se produise par liaison a 014-3-3 et qu’elle soit nécessaire au bon déroulement de Ia

sortie de mitose. La déphosphorylation de Cdc25C est le fait des phosphatases PP2A et Cdcl4
(Wolfe and Gould 2004; Forester, Maddox et al. 2007).
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Schéma 17 : Régulation de la sortie de mitose par I'APC/C

L’APC/C est régulé tout au long de la mitose pour permettre une dégradation séquentielle des
substrats. En prophase I'APC/C est inhibé par la protéine Emil. Le complexe Cycline B-Cdkl
phosphoryle Cdhl et l'inhibe. Le complexe Cycline B-Cdkl phosphoryle 'APC/C et I'active, mais
jusqu’en métaphase I’APC/C est inhibé par les protéines du point de contréle mitotique. La levée de
I'inhibition de I’APC/C marque le passage de la métaphase a I'anaphase. La dégradation de la Cycline B
leve I'inhibition de Cdh1 et diminue I'activité de I’APC/C-Cdc20. L’APC/C-Cdh1 ubiquitine Cdc20.
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2.2.2.7  Les points de contréle

2.2.2.7.1 Lanotion de point de contréle du cycle cellulaire

La mise en évidence de mécanismes de régulation du cycle cellulaire en cas d’anomalie a
permis de définir la notion de point de contréle (Hartwell and Weinert 1989). Ces mécanismes
permettent le ralentissement ou I'arrét du cycle cellulaire ainsi que la mise en place de
processus de réparation ou, a défaut, d’apoptose. Le point de contréle est organisé autour d’un
détecteur, molécule sensible aux anomalies, un messager, généralement une protéine kinase ou
une molécule ayant fonction d’adaptateur, et un effecteur, responsable de la modification du

cycle cellulaire et des processus mis en ceuvre pour la réparation ou I'apoptose.

2.2.2.7.2 Le point de controle de I'antéphase.

Un ensemble de publications récentes font état d’un nouveau point de contrdle, encore
assez mal défini. L'idée de ce point de contrdle a pour origine une publication montrant que les
cellules, lorsqu’elles sont traitées avec du nocodazole observent un délai d’entrée en métaphase
(Scolnick and Halazonetis 2000). Les auteurs ont aussi montré que ce délai était d( a la protéine
Chfr, une protéine dont I'expression est modifiée dans un grand nombre de lignées tumorales.
Plus tard, Il a été montré que Chfr est une ubiquitine ligase qui régule la dégradation de la
protéine Plk1, retardant ainsi 'activation de Cdkl par Cdc25 et bloquant I'entrée en mitose
(Kang, Chen et al. 2002). D’autres auteurs ont rapproché ce mécanisme de la réponse des
cellules a différents types de stress en phase G2 (Mikhailov and Rieder 2002). Certains proposent
qgue la proténe Chfr et la protéine kinase p38MAPK collaborent en phase G2 dans un mécanisme
de contréle qui répond aux stress de facon générale (Matsusaka and Pines 2004; Mikhailov,

Shinohara et al. 2005).

2.2.2.7.3 Le point de contréle du fuseau mitotique
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Les cellules régulent la ségrégation de leurs chromosomes lors de la mitose via le point
de contréle mitotique (Musacchio and Salmon 2007). Ce point de controle, permet de différer le
passage d’une phase du cycle a la suivante jusqu’a ce que les conditions requises soient
présentes. Il régule le passage de la métaphase a I'anaphase et détecte les anomalies liées a un
fuseau de microtubules anormal. Le point de contrdle mitotique agit sur le cycle cellulaire en

inhibant Cdc20 et I'ubiquitination de la Cycline B et de la Sécurine par I’APC/C.

Les premieres protéines du point de contréle mitotique ont été découvertes lors d’un
crible qui a permis d’identifier des genes impliqués dans I'arrét en métaphase en présence
d’inhibiteurs des microtubules chez la levure (Hoyt, Totis et al. 1991; Li and Murray 1991). Ces
travaux ont mis en évidence deux familles de genes, MAD (pour Mitotic Arrest Deficient) et BUB
(pour Budding Uninhibited by Benzimidazole), qui sont conservées chez tous les eucaryotes. Chez
I’'hnomme, les protéines de ces deux familles impliquées dans le point de controle mitotique sont

Bub1, BubR1, Bub3, Madl et Mad2.

Un complexe a été décrit qui regroupe les protéines Mad2, BubR1 et BuB3 ainsi que
Cdc20 et qui semble étre I'effecteur du point de contréle mitotique (Sudakin, Chan et al. 2001).
Ce complexe se lie a ’APC/C et inhibe sont activité ubiquitine ligase (Fang, Yu et al. 1998). Les
protéines Madl et Bubl collaborent avec d’autres protéines pour I'amplification du signal du
point de contréle (De Antoni, Pearson et al. 2005; Morrow, Tighe et al. 2005). En prométaphase
les protéines du point de contréle mitotique se localisent au niveau des kinétochores (Howell,
Hoffman et al. 2000; De Antoni, Pearson et al. 2005). Cette localisation nécessite I'intégrité des
kinétochores. Ainsi le complexe Rod-Zw10-Zwilch, MPS1 et les protéines qui participent a
I'architecture des kinétochores (discuttés plus haut) sont indispensables au bon fonctionnement

du point de contréle (Buffin, Lefebvre et al. 2005).

Mad2 et BubR1 sont activées au niveau des kinétochores jusqu’a ce que les
chromosomes soient alignés sur la plague métaphasique et que tous les kinétochores soient
attachés a des microtubules suffisamment dynamiques (Chen, Waters et al. 1996). Mad2 et
BubR1 activés se lient au complexe ubiquitine ligase APC/C-cdc20 et l'inhibe. Le point de
contréle semble répondre a deux défauts: le manque d’attachement des microtubules aux
kinétochores, et le manque de tension aux kinétochores lorsque les microtubules ne sont pas

assez dynamiques (Rieder, Schultz et al. 1994; Nicklas, Ward et al. 1995; Rieder, Cole et al. 1995).
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Les protéines Mad2 et BubR1l répondraient différemment a ces deux conditions, Mad2
permettant l'inhibition de Cdc20 pour les problémes d’attachement et BubR1 pour les
problemes de tension (Waters, Chen et al. 1998; Skoufias, Andreassen et al. 2001). Mad2 est
recruté sur les kinétochores non attachés via Mad1 et la liaison a Mad1l modifie sa conformation
de Mad2-0 (Mad2-Open, la forme inactive) en Mad2-C (Mad2-Closed, la forme activée) (Chen,
Shevchenko et al. 1998; De Antoni, Pearson et al. 2005). Mad2-C se lie préferentiellement a
Cdc20 et I'inhibe (Yu 2006). Le recrutement de Mad1 et Mad2 dépend du complexe Rod-Zw10-
Zwilch qui est éliminé des kinétochores aprés attachement des microtubules (Karess 2005).
BubR1 est activée par CENP-E en I'absence d’attachement des microtubules, et désactivé par la
méme protéine lorsque les microtubules se lient aux kinétochores (Mao, Abrieu et al. 2003;
Mao, Desai et al. 2005). La Dynéine joue un rdéle important dans I'inhibition du point de contréle
mitotique en transportant les molécules du point de contrdle des kinétochores vers les poles du

fuseau mitotique (Musacchio and Salmon 2007).

Parrallelement, la protéine Aurora B, et donc le complexe des protéines passagéres
auquel elle appartient, se localise aussi aux kinétochores jusqu’a la transition
métaphase/anaphase. Aurora B a été impliquée dans la régulation indirecte du point de contréle
mitotique en réponse aux anomalies d’attachement des microtubules aux kinétochores. Aurora
B est plus concentrée sur les kinétochores des chromosomes mérotéliques ou elle active la
Kinésine MCAK (Lan, Zhang et al. 2004; Knowlton, Lan et al. 2006). MCAK est une Kinésine qui a
la propriété de dépolymériser les microtubules. Les kinétochores mérotéliques qui étaient
attachés de facon anormale se retrouve libérés des microtubules, ce qui active le point de
contrble mitotique sur ces sites via recrutement de Mad2 et BubR1 (Ditchfield, Johnson et al.

2003; Kline-Smith, Khodjakov et al. 2004).

2.2.2.7.4 Points de controle détéctant I'endommagement de ’ADN

Les cellules sont aussi sensibles aux erreurs de réplication de I’ADN ainsi qu’aux
dommages a I’ADN impliquant des coupures simple ou double brin. Les points de contréles
relatifs au métabolisme de I’ADN font intervenir une famille de protéines kinases, les kinases
dépendantes des phosphatidyl-inositols (ou PI3K-related kinases) qui interviennent a la

transition G1/S et a la transition G2/M. Cette famille comprend les protéines ATM (Ataxia-
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Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia-Telangiectasia like and Rad3 homolog) et DNA-PK (DNA-
dependant Protein Kinase) (Durocher and Jackson 2001). Il semble exister deux voies paralléles
dans les cellules de mammiféres : la voie ATR activée principalement par des anomalies des
fourches de réplication et des cassures simple brin de I'ADN, et la voie ATM activée
principalement par des cassures double brin de ’ADN. Ces deux voies agissent sur le cycle
cellulaire en stabilisant la protéine suppresseur de tumeur p53, dont les propriétés de facteur de
transcription induisent une surexpression de I'inhibiteur des Cycline-Cdk p21Cipl responsable de

I'arrét du cycle cellulaire.

Les kinases ATM et ATR, régulent des protéines clés effectrices de la surveillance
cellulaire telles que p53, Mdm?2, le complexe Cohésine, et les kinases Chk1 et Chk2 (lliakis, Wang
et al. 2003). Chk2 est principalement activée par ATM, alors que Chk1 est principalement activée
par ATR. Chk1 et Chk2 ont des substrats communs (p53, Cdc25 et BRCA1), et pourraient donc
posséder des fonctions partiellement redondantes destinées a assurer la solidité du point de
surveillance du cycle cellulaire (Durocher and Jackson 2001). Chk2 semble jouer un réle majeur
en permettant la persistance de I'arrét en G2, alors que Chkl semble plus spécifiqguement

impliquée dans I'induction de I'arrét en G2.

Deux mécanismes agissent sur le point de contrdle G1/S. L'un est rapide, et implique une
cascade de kinases dont I'activation conduit a la dégradation, et donc a l'inactivation, de la
phosphatase Cdc25A. Cela empéche I'activation des complexes Cycline D-Cdk4/6 et Cycline E/A-
Cdk2. L'autre mécanisme est plus lent, car il implique I’activation de la protéine p53 et nécessite
gue soient exprimés les génes activés par p53 (Levine 1997). Dans des conditions normales, p53
a une demi-vie trés courte. Sa phosphorylation sur la Sérine 15 par les kinases ATM et ATR, et
sur la Sérine 20 par les kinases Chk2, Chk1 et Plk3, réduit la liaison de Mdm?2, ce qui diminue son
ubiquitinylation (sous le contréle de Mdm2) et empéche ainsi sa dégradation dans le
Cipl

protéasome (Xie, Wu et al. 2001). La stabilisation de p53 induit I'expression de p21 qui

ARF est le produit d’un geéne

s’accompagne de l'arrét du cycle cellulaire. La protéine pl4
suppresseur de tumeurs (ARF) qui inactive Mdm2 en induisant sa translocation vers le nucléole,
inhibe son activité ubiquitine ligase et augmente la stabilisation de p53 (Midgley, Desterro et al.

2000).
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Le point de contréle en G2/M fait aussi intervenir une réponse rapide et une réponse
lente. Les kinases Chkl et Chk2 jouent un réle prédominant dans la réponse rapide, en
phosphorylant Cdc25C sur la sérine 216 (Peng, Graves et al. 1997). Cette phosphorylation crée
un site d’attachement pour la protéine 014-3-3, ce qui entraine la séquestration de Cdc25C dans
le cytoplasme, a distance de son substrat nucléaire, Cdkl (Chan, Hermeking et al. 1999).
Récemment, une nouvelle kinase de la famille des Polo kinases, Plk3, a été identifiée comme
ayant les mémes effets que Chkl et Chk2 (Bahassi el, Conn et al. 2002). Les lésions de I’ADN
peuvent également inactiver Cdc25C en inhibant I'action de la Polo kinase Plk1, nécessaire a son
activation (Tsvetkov and Stern 2005). L'inactivation de Cdk1 par les lésions de I’ADN peut aussi
s’exercer via une hyperphosphorylation de son résidu Tyrl5, par activation de Weel (Stanford
and Ruderman 2005). La protéine p53 joue un réle dans la persistance de I'arrét en bloquant
I'activité du complexe kinase Cycline B-Cdk1. L'induction de p21Cipl par p53 inhibe directement la
kinase Cdk1, mais bloque également CAK, qui normalement active Cdk1. I'induction de Gadd45

bloque elle aussi I'activité de la kinase Cdk1 (Taylor and Stark 2001).

2.2.3 La mort cellulaire programmée

La mort cellulaire programmée, dont I'apoptose est une des voies la plus connue et la
mieux étudiée, est essentielle a la régulation homéostatique des tissus dans les organismes
(Blank and Shiloh 2007). On distingue plusieurs types de mort cellulaire programmée selon si les
mécanismes mis en jeu soit dans I'induction soit dans la réponse des cellules sont apoptotiques
et impliquent I'activation de protéines appelées Caspases. Un cas particulier de mort cellulaire
programmeée non apoptotique est directement liée au cycle cellulaire et aux points de contréle,
il s’agit de la « mort cellulaire mitotique » ou MCD (pour Mitotic Cell Death), ou « catastrophe
mitotique ». Le MCD a été observé et décrit dans la littérature comme étant le résultat de
mitose anormale (Sato, Mizumoto et al. 2000). Bien que I'on connaisse mal les particularités
biochimiques de ce programme de mort cellulaire, le MCD se décrit morphologiquement par la
présence de micronoyaux, c'est-a-dire de plusieurs noyaux de tailles différentes. Le MCD a été
observé notamment apres ['utilisation de traitements causant des dommages a I’ADN, et

représente une des formes majeures de mort cellulaire dans les tumeurs par traitements de
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chimiothérapie (Roninson, Broude et al. 2001). Ce phénomeéne est particulierement important
dans le cas de cellules dont les mécanismes de controle des phases G1 et G2, ainsi que le point

de contréle mitotique, sont altérés (Chan, Hwang et al. 2000).

Plusieurs mécanismes d’induction du MCD ont été proposés. Le premier modeéle suggéere
qgue la formation de cellules multinuclées aurait pour cause I'établissement de fuseaux
mitotiques multipolaires. Ces fuseaux multipolaires pourraient avoir pour cause soit un nombre
anormal de centrosomes d{ a une anomalie de leur duplication ou de divisions précédentes, soit
des anomalies de la mise en place du fuseau mitotique dues a des mutations des protéines

régulatrices.

Le deuxiéme modele suggere une entrée en mitose précoce due a des défauts dans le
controble de la phase G2 et notamment le point de contréle lié aux dommages a I’ADN dans cette
phase. Les cellules entrent alors en mitose tandis que leur ADN n’est pas correctement
condensé, et ces anomalies cumulées a un point de contréle mitotique altéré ou des fuseaux

mitotiques multipolaires conduisent a la formation de micronoyaux.

2.2.4 La senescence

Il existe deux types de sénescence, la sénescence réplicative et la sénescence cellulaire
précoce autrement appelée STATIS. Les cellules sénescentes sont des cellules arrétées et qui ne
se divisent pas méme aprés stimulation via des facteurs mitogéniques et dont les activités
métaboliques et transcriptionnelles sont réduites mais toujours existantes. La sénescence
s’accompagne de modifications morphologiques, les cellules présentant une forme plus large et
aplatie que les cellules normales. Les phénotypes des deux types de sénescence sont
biochimiquement similaires et s’"accompagnent de modifications métaboliques, notamment une
induction de I'activité B-galactosidase qui refléterait un accroissement de la masse lysosomale

dans les cellules sénescentes.

La sénescence réplicative est un arrét permanent du cycle cellulaire causé par

I’accumulation des divisions cellulaires que I'on observe dans les cellules normales a la capacité
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de prolifération limitée (Hayflick 2003). La sénescence pécoce se produit de fagon prématurée
dans des cellules qui ont été soumises a un stress important (Roninson, Broude et al. 2001;

Roninson 2003).

La sénescence réplicative est induite par le raccourcissement irréversible des télomeres
qui se produit a chaque division cellulaire. Au cours de la division cellulaire, des motifs répétés
sont perdus en raison de l'incapacité du systeme de réplication de répliquer les extrémités
linéaires des chromosomes. Cette perte d’ADN est compensée par I'activité d’une transcriptase
inverse, la Télomérase, présente dans les cellules germinales et les cellules souches mais absente
dans les cellules somatiques (Harley, Futcher et al. 1990; Bodnar, Ouellette et al. 1998). En
I'absence d’activité Télomérase suffisante la longueur des téloméres diminue avec les divisions
cellulaires. Le raccourcissement des télomeres au dessous d’une taille minimale crée une
perturbation de la structure du télomere a l'origine de la sénescence. Cette perturbation serait
reconnue par la cellule comme un dommage de I'’ADN (Wright and Shay 2001; Karlseder,

Smogorzewska et al. 2002).

La sénescence précoce est induite dans certaine lignées cellulaires et dans les cellules
normales apres plusieurs types de signaux de stress, comme les dommages causés a L’ADN, le
stress oxydatif et I'expression de I'oncogéne Ras activé (Serrano, Lin et al. 1997; Zhu, Woods et

al. 1998; Mallette, Gaumont-Leclerc et al. 2007).

Ces deux types de sénescence mettent en ceuvre des processus moléculaires de contréle
du cycle cellulaire similaires. Le programme effecteur de la sénescence comprend les voies
p53/p21c'pl et p16'NK4/pr. En effet, dans les deux types de sénescence on observe une

induction de la transcription du géne INK4 codant pour la protéine p16™

, ainsi qu’une
activation de la protéine p53 conduisant a la surexpression de p21Cipl (Serrano, Lin et al. 1997).
La surexpression pl6™“* et p21“P* conduit & l'arrét du cycle cellulaire en phase GO/G1.
L'expression de Ras activé induit 'activation par phosphorylation des facteurs de transcription
(Groth, Weber et al. 2000)Ets1 et Ets2 qui augmentent la transcription du géne INK4 (Huot,
Rowe et al. 2002). Parallélement Ras activé induit I'expression de p19°%" qui permet la

stabilisation de p53. Dans le cas de la sénescence réplicative, Ets1 augmente selon un processus

qui n’implique pas l'activation de la voie Ras/Raf/MEK, tandis que p53 serait activée par une
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signalisation similaire a celle mise en ceuvre lors de dommages a I’ADN et qui implique la

protéine kinase ATM (Ohtani, Zebedee et al. 2001; Zheng, Wang et al. 2004).

2.3 Anomalies chromosomiques et cancérogenese

2.3.1 Définitions

La ploidie d’'une cellule est le nombre de d’exemplaires de chromosomes qu’elle
contient. Elle est une constante symbolisée par la lettre N et dépend de I'espéce. Une cellule est
dite euploide si elle contient un multiple entier de N chromosomes et aneuploide dans le cas
contraire. Chez les mammiféres, les cellules somatiques sont diploides et contiennent donc 2N
chromosomes, tandis que les gamétes sont haploides et contiennent N chromosomes. Dans le
cas particulier de cellules contenant plus de 2 sets entiers de chromosomes on parle de

polyploidie.

Chez 'homme, I'aneuploidie est toujours associée a une pathologie. Il peut s’agir du cas
d’un chromosome surnuméraire (syndrome de Down) ou manquant (syndrome de Turner) dG a
un défaut pendant la gamétogénése entrainant aprés la fécondation la reproduction de cette
anomalie dans chaque cellule de I'organisme. L’aneuploidie est un des signes associés aux
tumeurs malignes. Le taux d’aneuploidie évolue avec la gravité du diagnostic, les tumeurs les

plus agressives présentant un grand nombre d’anomalies du caryotype.

L'instabilité génomique est la propriété pour une cellule, un tissu ou une tumeur,
d’accumuler des modifications du génome rapidement. Ces modifications regroupent les
mutations génétiques, les recombinaisons chromosomiques, défaut de ploidie ou toute autre
modification du génome. Plus que la présence de mutations elles-mémes, c’est la capacité a les
multiplier au cours du temps qui est désignée par ce terme, l'instabilité génomique définissant
un phénotype et non un mécanisme. Les différentes formes d’instabilité génomiques sont
regroupées en sous catégories, dont les plus communes sont les phénotypes CIN (Chromosomal

INstability) et MIN (Microsatellite INstability).
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L'instabilité chromosomique ou CIN est la propriété pour une cellule ou un groupe de
cellules d’accumuler relativement rapidement des défauts de ploidie qui se caractérisent par la
perte ou le gain de chromosomes entiers ou tronqués. L’'instabilité chromosomique est donc le
taux de variation du caryotype dans le temps par rapport a une cellule ou un tissu normal.
L'instabilité des microsatellites est la propriété pour une cellule ou un groupe de cellules
d’accumuler relativement rapidement des mutations génétiques, principalement dans les

séquences courtes répétées.

Les tumeurs présentent en grande majorité des phénotypes d’instabilité génomiques
(Lengauer, Kinzler et al. 1998). L'instabilité de type MIN représente environ 15% des cancers
colorectaux. L'instabilité de type CIN est la forme la plus commune d’instabilité génomique, on la

retrouve dans 80% a 85% des cancers colorectaux.

2.3.2 Origine

Les mécanismes moléculaires a l'origine de l'instabilité génomique sont encore mal
connus. Néanmoins l'instabilité des microsatellites (MIN) a été corrélée avec des mutations
dans les génes de protéines impliquées dans les réparations des erreurs de réplication de I’ADN

(mismatch repair).

Plusieurs mécanismes expliquant l'origine de [I'instabilité chromosomique ont été
proposés (Lengauer, Kinzler et al. 1998; Duesberg, Rasnick et al. 1999). Les mécanismes
responsables de la ségrégation des chromosomes pourraient étre impliqués dans l'instabilité
chromosomique en facilitant la formation de cellules aneuploides. Un certain nombre de
mutations concernant soit directement les protéines du point de contréle mitotique soit des
protéines impliquées dans des voies de signalisation associées ont été retrouvées dans plusieurs
type de cancers (Jallepalli, Waizenegger et al. 2001; Saeki, Tamura et al. 2002; Wang, Cummins
et al. 2004). De plus, le cas de souris transgéniques hétérozigotes (+/-) pour une déletion de
certaines protéines liées au point de contrbéle mitotique a mis en évidence un réle éventuel bien
qgue conditionel dans l'instabilité chromosomique (Weaver, Bonday et al. 2003; Weaver, Silk et

al. 2007). De la méme fagon, la surexpression de Mad2, une des protéines du point de contrdle
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mitotique, induit a la fois aneuploidie et cancérogénése chez la souris (Sotillo, Hernando et al.
2007). Cependant on peut noter que si les mutations des génes impliqués dans le point de
controle mitotique sont retrouvées dans les cas d’instabilité chromosomique, cela représente
une faible proportion des tumeurs observées. De plus, les cancers colorectaux aneuploides
semblent posséder un point de controle mitotique compétent (Cahill, Lengauer et al. 1998;

Tighe, Johnson et al. 2001).

2.3.3 Role dans la cancerogéneése

Malgré [I'association fréquente retrouvée entre [linstabilité chromosomique,
I’'aneuploidie et le processus de cancérogénése, une relation de causalité n’a pourtant pas été
mise en évidence. En effet, certains cancers colorectaux ne présentent aucune des instabilités
connues, et il n’a pas encore été démontré que l'instabilité génomique est réellement nécessaire
a l'initiation ou au développement des tumeurs. De méme, le réle de I'aneuploidie dans la

cancérogenése n’est pas éclairci.

Dans les cancers du colon présentant un phénotype d’instabilité chromosomique, le taux
de perte ou de gain de chromosome par division est jusqu’a 100 fois plus important que dans les
tumeurs du méme type dont le caryotype est stable (Lengauer, Kinzler et al. 1997). On retrouve
une hétérogénéité dans le nombre de chromosomes par cellules au sein d’'une méme tumeur, ce
qui indique que l'instabilité chromosomique se produit au cours du développement de la tumeur
(Furuya, Uchiyama et al. 2000). Pourtant, les études de l'influence de ces modifications sur le
métabolisme cellulaire sont en contradiction avec I’hypotheése que I’aneuploidie génére
I'instabilité chromosomique. Une analyse du métabolisme des cellules aneuploides chez la
levure a montré que l'aneuploidie est un inconvénient de sélection et rend les cellules

globalement plus sensibles a leur environnement (Torres, Sokolsky et al. 2007).

La question de savoir si l'aneuploidie est une cause ou une conséquence de la
cancérogénése reste posée. Ainsi les patients souffrant du syndrome de Down présentent un
risque de leucémie accrue mais un risque de tumeur solide inférieur a la moyenne. Néanmoins le

aible taux de tumeurs solides chez ces patients semble étre d0 a la présence d’un allele
faible t de t lid h tient ble étre d [ d el

61



supplémentaire (située sur le chromosome 21 surnuméraire dans ce syndrome) du gene codant
pour Ets2, un facteur de transcription impligué dans la régulation du cycle cellulaire.
L'aneuploidie en mosaique n’est pas une maladie chromosomique mais une prédisposition a la
non disjonction des chromosomes pendant la division cellulaire qui induit un taux élevé de
cellules aneuploides, ou de multiples chromosomes et tissus peuvent étre touchés chez le méme
individu. L’aneuploidie en mosaique est un syndrome qui aurait pour origine des mutations dans
les genes de surveillance de la stabilité du génome, notamment le gene de la protéine BubR1,
impliquée dans la régulation de la ségrégation des chromosomes pendant la division cellulaire.

Les patients atteints de ce syndrome présentent un taux plus élevé que la moyenne de tumeurs.

62



3 Objectifs des travaux de these

Le cycle cellulaire est le processus universel par lequel les cellules eucaryotes proliferent.
De nombreux mécanismes régulent chacune des étapes de ce cycle et assurent la division d’une
cellule mere en deux cellules filles identiques. Ces mécanismes et points de contréle sont
fréquemment mutés dans les tumeurs et la perte du controle de la prolifération constitue la
problématique centrale de 'oncogenése. Le cytosquelette de microtubules et le centrosome, qui
permet son organisation, sont déterminants pour la division cellulaire, du fait de leur réle

critique dans la ségrégation des chromosomes en mitose.

Les travaux présentés dans ce manuscrit portent sur I’étude du réle du cytosquelette de
microtubules et du centrosome dans la division cellulaire et dans la réponse cellulaire post-
mitotique. lls représentent le travail effectué lors d’une collaboration avec le laboratoire de
Steve Doxsey ainsi que le travail effectué sous la direction de Robert Margolis. Dans ces travaux,
je me suis intéressée au déroulement de la mitose et aux conséquences de la perturbation des

éléments du cytosquelette sur le déroulement de la mitose et le cycle cellulaire.

La collaboration avec Steve Doxsey avait pour objet I'étude du rble de la protéine
Péricentrine en cytokinese. Ces travaux ne nous ont pas permis de mettre en évidence un
guelconque réle pour Péricentrine dans les événements tardifs de la phase M. Lors de mes
recherches, j'ai cependant participé a montrer comment la protéine Centrioline joue un réle
dans le clivage des deux cellules filles en fin de phase M. La publication de ce travail ainsi que ma

contribution est décrite dans la premiére partie des résultats et discussion.

Par ailleurss, j’ai étudié la prolifération des cellules aneuploides. J’ai montré que des
cellules primaires de mammiféres deviennent aneuploides dans certaines conditions d’utilisation
des inhibiteurs de la polymérisation des microtubules. J'ai ensuite montré que ces cellules
anormales cessent de proliférer et deviennent sénescentes. J'ai mis en évidence que cet arrét
est contourné dans les cellules transformées. Le compte rendu de ces travaux ainsi que la
conclusion et la discussion de ce sujet sont présentés dans la deuxieme partie du chapitre des

résultats et discussion.
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Résultats et discussion
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Premiere partie

Role d’une protéine du centrosome dans les évenements
finaux de la phase M

67



68



4 Résultats et discussion I : Role d’'une protéine du centrosome dans les

évenements finaux de la phase M

4.1 Introduction au sujet

Le centrosome joue un role dans la mise en place et la régulation du fuseau mitotique
pendant la phase M. Plusieurs publications ont souligné un role supplémentaire potentiel dans le
déroulement de la phase M. D’une part, il a été rapporté que le centriole pére se déplace
jusqu’au corps intermédiaire en fin de cytokinése, et que ce mouvement précede le clivage de la
membrane (Piel, Nordberg et al. 2001). D’autre part, un certain nombre de protéines
centrosomales, dont la protéine Centrioline, ont été impliquées dans les évenements finaux de
la phase M (Gromley, Jurczyk et al. 2003). Leurs roles exacts dans ces évenements et leur mode

d’action n’ont pourtant pas été éclaircis.

La protéine Centrioline est une protéine centrosomale de 270 kDa qui se localise sur le
centriole pere, au niveau des appendices sub-distaux. Lorsque le niveau de Centrioline est
diminué par RNA interférants (siRNA), la proportion de cellules en fin de télophase augmente,
ainsi que le nombre de cellules bi-nuclées. Ces défauts semblent indiquer un role pour

Centrioline dans la cytokinése (Gromley, Jurczyk et al. 2003).

Relativement peu de choses sont connues sur les mécanismes permettant le clivage des
deux cellules filles en fine de phase M. Bien que I'on sache que la cytokinése nécessite un
réarrangement de la membrane plasmique au site de clivage afin de préserver l'intégrité des
deux cellules filles, on ignore quels sont les intervenants potentiels. La membrane plasmique au
niveau de lI'anneau contractile est enrichie en lipides particuliers, les phosphatidyl-Inositols
(PtdIns(4,5)P,) et le cholestérol (Desautels, Den Haese et al. 2001; Field, Madson et al. 2005). Cet
enrichissement laisse penser qu’il existe un remodelage de la membrane pendant la mitose, et

peut-étre un traffic de vésicules dirigé vers le corps intermédiaire.
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Chez la levure bourgeonante, un complexe protéique appelé exocyst se localise sur la
membrane au niveau du site de clivage (TerBush and Novick 1995). L'exocyst est formé de
plusieurs protéines (Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Secl5, Exo70 and Exo84), et a été impliqué
dans la cytokinése chez la levure et dans des processus de fusion de membrane chez d’autres
organismes, dont I’homme (Hsu, Hazuka et al. 1999). Le role de I'exocyste serait de permettre la
fusion de vésicules a des endroits spécifiques de la membrane plasmique. La fusion
membranaire nécessite aussi I'action des protéines SNAREs qui ont pour rble de favoriser le
rapprochement entre les vésicules et la membrane plasmique. On distingue les v-SNAREs qui se
lient a la membrane des vésicules, et les t-SNAREs qui sont liés aux membranes des

compartiments cibles (Prekeris and Gould 2008).

4.2 Article

Centriolin Anchoring of Exocyst and SNARE Complexes at the Midbody Is Required for
Secretory-Vesicle-Mediated Abscission . Cell ,Volume 123 ,Issue 1 , Pages 75 - 87 A .
Gromley, C. Yeaman,J.Rosa, S . Redick, C. Chen, S. Mirabelle, M. Guha, J . Sillibourne

, S . Doxsey

Jai contribué en partie a ce travail par mon étude de la localisation de différentes
protéines au niveau du corps intermédiaire. J'ai pu observer une redistribution de la Tubuline-y
vers le corps intermédiaire et vers les extrémités (-) des microtubules du fuseau central au cours
de la cytokinese. J’ai aussi contribué a caractériser la localisation de Centrioline par rapport au

corps intermédiaire. Cette contribution est illustrée dans la figure 1.
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Summary

The terminal step in cytokinesis, called abscission,
requires resolution of the membrane connection be-
tween two prospective daughter cells. Our previous
studies demonstrated that the coiled-coil protein
centriolin localized to the midbody during cytokinesis
and was required for abscission. Here we show that
centriolin interacts with proteins of vesicle-targeting
exocyst complexes and vesicle-fusion SNARE com-
plexes. These complexes require centriolin for local-
ization to a unique midbody-ring structure, and dis-
ruption of either complex inhibits abscission. Exocyst
disruption induces accumulation of v-SNARE-con-
taining vesicles at the midbody ring. In control cells,
these v-SNARE vesicles colocalize with a GFP-tagged
secreted polypeptide. The vesicles move to the mid-
body ring asymmetrically from one prospective
daughter cell; the GFP signal is rapidly lost, suggest-
ing membrane fusion; and subsequently the cell
cleaves at the site of vesicle delivery/fusion. We pro-
pose that centriolin anchors protein complexes re-
quired for vesicle targeting and fusion and integrates
membrane-vesicle fusion with abscission.

Introduction

Cytokinesis is a fundamental process that results in di-
vision of a single cell with replicated DNA into two
daughters with identical genomic composition (see
(Glotzer, 2001, 2005; Guertin et al., 2002). Early events
in animal cell cytokinesis include assembly and con-
traction of the actomyosin ring to form the cleavage
furrow. Continued furrowing results in constriction of
the plasma membrane to form a narrow cytoplasmic
bridge between the two nascent daughter cells. Within
this intercellular bridge are bundled microtubules and a
multitude of proteins that together form the midbody.
In a poorly understood final step called abscission, the

“Correspondence: stephen.doxsey@umassmed.edu

3Present address: Department of Genetics and Tumor Cell Biology,
St. Jude Children’s Research Hospital, Memphis, Tennessee,
38105.
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cell cleaves at the intercellular bridge to form two
daughter cells.

Membrane trafficking is required for late stages of
cytokinesis (Albertson et al., 2005; Finger and White,
2002; Jurgens, 2005; Papoulas et al., 2004; Strickland
and Burgess, 2004). In C. elegans embryos, inhibition
of Golgi secretion by brefeldin A (BFA) resulted in late-
stage cytokinesis defects (Skop et al., 2001). More
recent studies in mammalian cells using dominant-
negative approaches showed that the membrane-
fusion-inducing SNARE components, syntaxin-2 and
endobrevin/VAMP8, are required for a final step in cell
cleavage (Low et al., 2003). Endocytic traffic also plays
arole in cytokinesis. Recycling endosomes and associ-
ated components localize to the midbody and are re-
quired for cell cleavage (Monzo et al., 2005; Wilson et
al.,, 2005; Thompson et al., 2002). However, little is
known about the spatial and temporal control of dy-
namic membrane compartments and molecules during
abscission or how these activities are coordinated to
achieve cell cleavage.

The role of membrane-vesicle-tethering exocyst
complexes in animal cell abscission is poorly under-
stood. The exocyst is a multiprotein complex that tar-
gets secretory vesicles to distinct sites on the plasma
membrane. In the budding yeast S. cerevisiae, exocyst
components localize to the mother-bud neck, the site
of cytokinesis (Finger et al., 1998; Mondesert et al.,
1997). Exocyst disruption results in accumulation of
vesicles at this site (Salminen and Novick, 1989) and
impairs actomyosin-ring contraction and cell cleavage
(Dobbelaere and Barral, 2004; Verplank and Li, 2005).
In the fission yeast S. pombe, exocyst components lo-
calize to the actomyosin ring (Wang et al., 2002). Mu-
tants for the exocyst component Sec8 accumulate 100
nm “presumptive” secretory vesicles near the division
septum and cannot complete extracellular separation
of the two daughter cells. A screen for cytokinesis mu-
tants in Drosophila melanogaster identified the exocyst
component sec5 (Echard et al., 2004), and proteomic
analysis of the midbody in mammalian cells showed
that the exocyst protein sec3 is at the midbody (Skop
et al., 2004). Mammalian exocyst components are in-
volved in secretion in polarized epithelial cells (Yeaman
et al., 2004) and localize to the midbody (Skop et al.,
2004; Wilson et al., 2005), but the function of the exo-
cyst during cytokinesis is unclear.

Components of membrane-vesicle-tethering and
-fusion complexes have been identified in some organ-
isms and linked to cytokinesis, but the pathway that
integrates these complexes with vesicle trafficking dur-
ing cell cleavage is unknown. Little is known about how
SNARESs and the exocyst are anchored at the midbody
or how they modulate membrane-vesicle organization
and fusion to coordinate abscission. Moreover, the ori-
gin and dynamics of membrane compartments in-
volved in abscission have not been investigated. In this
manuscript, we describe a multistep pathway for ab-
scission that requires a scaffold protein to anchor
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Figure 1. Centriolin Localizes to a Midbody Ring

(A) Immunofluorescence/phase image of Hela cell during cytokinesis showing the phase-dense Flemming body within the larger diameter of

the plasma membrane (arrowheads in [B]).

(B and C). Boxed region enlarged with insets (B) to show the centriolin ring (Centr, enlarged in [C]) as part of the Flemming body (phase) and

flanked bilaterally by Aurora B (Aur B).

(D) y-tubulin localizes to the midbody ring (inset, Flemming body) and sites of presumed microtubule minus ends (arrowheads).

(E) The Flemming body forms a ring.

(F) GFP-tagged GAPCenA localizes to the midbody ring and is highly dynamic (time in s).
(G-1) MKLP-1 localizes to the midbody ring (G) and, upon depletion, mislocalizes centriolin from the midbody (I). Immunoblots (IB) from cells
treated with siRNAs targeting MKLP-1 or lamin A/C (control) (H). y-tubulin, loading control. Scale bars in (A), 10 um; (B), 5 pm; (C), (E), and

(G), 1 pm.

SNARE and exocyst complexes at a unique midbody
site and also requires asymmetric transport and fusion
of secretory vesicles at this site.

Results

Centriolin Is Part of a Ring-like Structure

at the Central Midbody during Cytokinesis

We previously showed that centriolin localized to the
midbody during cytokinesis (Gromley et al., 2003).
Using high-resolution deconvolution microscopy, we
now demonstrate that centriolin is part of a unique ring-
like structure within the central portion of the midbody,
which we call the midbody ring (observed in ~75% of
all telophase cells, Figures 1A-1C). The midbody ring
was 1.5-2 pm in diameter (Figure 1C), contained y-tubulin
(Figure 1D), and colocalized with the phase-dense
Flemming body (Figure 1B, inset) (Paweletz, 1967). In
fact, high-magnification phase-contrast imaging re-
vealed that the Flemming body was organized into a
ring-like structure (Figure 1E). The midbody ring was

flanked by Aurora B kinase, which colocalized with
microtubules on either side of the ring (Figure 1B, in-
set). Several other proteins localized to the midbody
ring including ectopically expressed GFP-GAPCenA, a
GTPase-activating protein previously shown to localize
to centrosomes (Cuif et al., 1999). Time-lapse imaging
of GFP-GAPCenA and other proteins in living cells
showed that the midbody ring was dynamic, moving
between cells and tipping from side to side to reveal
the ring structure (Figure 1F; see also Movie S1 in the
Supplemental Data available with this article online). In
addition, midbody-ring localization of GFP-GAPCenA
confirmed the ring structure seen by immunofluores-
cence microscopy and demonstrated that there were
no antibody penetration problems in this midbody re-
gion as seen for other antigens (Saxton and Mcintosh,
1987). The midbody ring was distinct from the actomy-
osin ring and did not change in diameter during cytoki-
nesis (Figures 1A and 1B). It appeared during the early
stages of actomyosin-ring constriction and persisted
until after cell cleavage (see below).
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Figure 2. Centriolin Interacts with Exocyst Components and Snapin

(A) Gel filtration (Superose 6) using MDCK cell lysates shows that centriolin coelutes with peak exocyst fractions (top). Immunoprecipitation
(IP) of sec8 coprecipitates centriolin. Graph, total protein profile; markers a-e are indicated.

(B) Following isopycnic centrifugation (iodixanol), centriolin i in peak fracti containing sec8 (upper panels). Graph shows sec8
levels, iodixanol density, and total protein.

(C) Immunoprecipitation (IP) of Nud1-DBD (DBD antibody) pulls down sec15-AD (left). DBD, DNA binding d in; AD, activation domain;
Con, control beads; Lys, lysate.

(D) End y p i roprecipitate with end: centriolin (Cen IP).

(E) End IS iolin i precipi (Cen IP) overexpressed Hisg-tagged snapin.

The centralspindlin components MKLP-1/CHO1/ Centriolin Interacts with the Exocyst Complex and
ZEN-4 (Figure 1G) and MgcRacGAP/CYK-4 (data not the SNARE-Associated Protein Snapin and Is in

shown) also localized to the midbody ring and ap- Membrane-Associated Cytoplasmic Fractions

peared earlier than centriolin during actomyosin-ring To determine the molecular function of centriolin in cy-
constriction. Depletion of MKLP-1 by RNAi to 18% of tokinesis, we performed a yeast two-hybrid screen
control levels (n = 2 experiments) prevented recruitment using a 120 amino acid domain of centriolin that is re-
of centriolin to the ring (Figures 1H and 1l). In contrast, quired for the cytokinesis function of centriolin and
depletion of centriolin had no effect on the localization shares homology with budding- and fission-yeast
of MKLP-1 or MgcRacGAP (data not shown). These genes (Nud1/Cdc11) involved in cytokinesis and mitotic
data suggested that centralspindlin anchored centriolin exit (Gromley et al., 2003). A screen of approximately
to the midbody ring. 12 million clones from a human testis cDNA library
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Figure 3. Exocyst Localization to the Midbody Ring Is Centriolin Dependent

(A) Immunofluorescence images of exocyst components (green) costained with centriolin antibodies (panel 1) or with anti-a-tubulin antibody
(red) to visualize microtubules (MTs, panels 2-6). Panel 1 inset: top, sec8; bottom, centriolin.

(B) Cells depleted of centriolin lack midbody-associated exocyst. Images labeled as in A1-A5; B1 inset, Flemming body. Graph, percentage
of midbodies (MB) without (w/0) sec8 signal following treatment with siRNAs targeting lamin A/C or centriolin; other cells have reduced levels

(see text).

(C) siRNA depletion of sec5 disrupts the exocyst from midbodies costained with two exocyst proteins (C1 inset, phase) or one exocyst protein
and microtubules (C2-C3). Graph, percentage of midbodies (MB) lacking sec5 staining in cells treated with lamin A/C or sec5 siRNAs.

(D) Exocyst disruption by siRNAs does not affect centriolin midbody localization. Graph, percentage of midbodies (MB) lacking centriolin
stain following treatment of indicated siRNAs. Scale bar equals 1 pm (all panels).

(E) Immunoblots showing reduction of proteins targeted by siRNAs. y-tubulin (y-tub), loading control. Cen, centriolin.

yielded two potential interacting proteins: sec15, a
member of the exocyst complex, and snapin, a SNARE-
associated protein.

Additional biochemical analysis confirmed the yeast
two-hybrid interactions and demonstrated that centrio-
lin was in a large complex associated with membranes
(Figure 2). The centriolin Nud1 domain fused to the DNA
binding domain (DBD) and sec15 fused to the activa-
tion domain (AD) were coexpressed in the same yeast
cells. Immunoprecipitation of the Nud1 fusion protein
effectively coprecipitated the sec15 fusion protein (Fig-
ure 2C). To test whether other members of the exocyst
complex were bound to centriolin, we immunoprecipi-
tated endogenous centriolin from Hela cell lysates with
affinity-purified centriolin antibodies and showed that
sec8 and sec5 coprecipitated (Figure 2D). Gel filtration
experiments (Superose 6) using MDCK cell lysates

demonstrated that centriolin coeluted with fractions
containing the exocyst complex (detected with anti-
bodies to sec8 and sec3, Figure 2A). Centriolin was
eluted as a single peak that overlapped with peaks of
sec3 and sec8. We next asked if centriolin coimmuno-
precipitated with the exocyst. Antibodies to sec8 were
added to each of the fractions from the gel filtration
column, and immune complexes were collected and
probed with affinity-purified centriolin antibodies as de-
scribed (Gromley et al., 2003). Centriolin was found only
in fractions containing exocyst components (Figure
2A). The centriolin-containing fractions eluted earlier
than the peak of sec 3 or sec8, suggesting that the
exocyst fraction to which centriolin was bound was dif-
ferent from the cytosolic and lateral plasma-membrane
fractions of the exocyst (Yeaman et al., 2004). The exo-
cyst-centriolin fractions did not cofractionate with the
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Figure 4. Exocyst Disruption Induces Cytokinesis Defects
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(A) Time-lapse images of a HeLa cell treated with lamin A/C siRNAs showing a mitotic cell entering mitosis (arrow), forming a cleavage furrow,

and cleaving into two separate cells in 3 hr. Time, hr:min.

(B) A cell depleted of sec5 enters mitosis (arrow), forms a cleavage furrow with normal timing (~50 min), and remains interconnected by a

thin intercellular bridge for over 17 hr (panels 1:50 through 17:05).

(C) Graph shows percentage of mitotic cells that fail cytokinesis; many others are delayed (see text).

bulk of the cellular protein and eluted considerably
earlier than thyroglobulin (MW 669,000) suggesting it
was part of a large complex.

Since the exocyst associates with membrane vesi-
cles, we next tested whether centriolin was also pres-
ent in membranous fractions. Cell homogenates were
prepared in the absence of detergent and underlain at
the bottom of linear iodixanol gradients. Isopycnic cen-
trifugation was performed, and fractions were probed
for both centriolin and the exocyst component sec8.
Centriolin “floated up” to fractions lighter than the cyto-
sol having a buoyant density of 3 ~ 1.14 g/ml (Figure
2B). The centriolin peak cofractionated with a major
peak of Sec8 that was slightly less dense than the junc-
tion-associated peak of Sec8 described previously in
confluent MDCK cells (8 ~ 1.16 g/ml; Yeaman et al.,
2004). Little to no centriolin was observed at other posi-
tions in the gradient or in the major protein peak, sug-
gesting that most if not all centriolin was associated
with membranes. Taken together, the density gradient,
immunoprecipitation, and chromatography data sup-
port the conclusion that centriolin associates with the
exocyst in a very large complex bound to cellular mem-
branes. The yeast two-hybrid interaction between
centriolin and the low-abundance protein snapin was
confirmed by showing that endogenous centriolin
coimmunoprecipitated a Hisg-tagged snapin fusion
protein expressed in Hela cells (Figure 2E) and by the
centriolin-dependent midbody localization of snapin
(see below).

The Exocyst Complex Colocalizes with Centriolin

at the Midbody Ring

Further support for the centriolin-exocyst interaction
was obtained by showing that exocyst-complex com-
ponents localized to the midbody ring with centriolin.
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Hela cells were colabeled with antibodies against one
of several exocyst components (sec3, sec5, sec8,
sec15, exo70, or exo84) and either microtubules or
centriolin (Figure 3A). We found that all these exocyst
components localized to the midbody ring during cyto-
kinesis and formed a ring-like structure similar to that
seen for centriolin. In fact, double-stained images re-
vealed considerable overlap between sec8 and centrio-
lin, indicating that they were part of the same structure
(Figure 3A, panel 1). We also showed that a myc-tagged
form of sec8 localized to the midbody ring when ex-
pressed in Hela cells (Figure S1), confirming the local-
ization seen with antibodies directed to the endoge-
nous protein.

Midbody Localization of the Exocyst Is Disrupted

in Cells Depleted of Centriolin

We next tested whether centriolin was required for mid-
body-ring localization of the exocyst. siRNA-mediated
depletion of centriolin resulted a in ~70% reduction in
centriolin protein levels and complete loss of midbody
staining in 24% of cells compared with control cells
treated with lamin siRNA (Figures 3B and 3E). Immuno-
fluorescence quantification of midbody signals per-
formed as in our previous studies (Gromley et al., 2003)
demonstrated that many of the remaining centriolin-
depleted cells had lower levels of midbody staining
than controls (48%, n = 23 cells), bringing the total per-
centage of midbody depleted cells to 72%. Cells that
lacked detectable midbody-associated centriolin usu-
ally lacked midbody labeling of sec8 (10/10, Figure 3B,
panels 1 and 6). Although other exocyst components
could not be costained with centriolin because all were
detected with rabbit antibodies like centriolin, all were
lost from or reduced at midbodies in centriolin-
depleted cells (Figure 3B, panels 2-5). For example,
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Figure 5. Centriolin siRNA Mislocalizes Midbody-Ring-Associated SNAREs and Snapin, which Disrupts Cytokinesis When Depleted
(A) Endobrevin/VAMP8 (1) localizes adjacent to the midbody ring when snapin is on the ring (2). Later, when the midbody diameter is thin

(0.5-1 pm), endobrevin/VAMP8 and syntaxin-2 localize to the ring (3 and 4).
(B) Centriolin-depleted cell shows loss of snapin from the midbody ring (green). Graph, percentage of midbodies lacking snapin after siRNA

depletion of proteins.

(C) Centriolin-depleted cells lose SNARE proteins from the midbody ring. Graph, percentage of midbodies lacking endobrevin/VAMPS staining

after indicated siRNAs treatments. Endo, endobrevin.

(D) Snapin-depleted cells show loss of snapin from the midbody ring. Graph, percentage of midbodies lacking snapin after indicated siRNA

treatments.

(E) A snapin-depleted cell in cytokinesis (0) remains connected by a thin intercellular bridge for >17 hr before separating (20:25) (time, hr:min).

Graph, percentage of mitotic cells that failed cytokinesis.

Exo84 was undetectable at midbodies in 22% of centri-
olin-depleted cells (n = 9 cells) or had levels below the
lowest control midbody staining in 42% of centriolin-
depleted cells (n = 19 cells). Significant reduction in
midbody staining of centriolin and other exocyst com-
ponents was observed with a second siRNA targeting
a different centriolin sequence (Gromley et al., 2003)
(data not shown).

To test whether centriolin was dependent on the exo-
cyst complex for localization to the midbody, we initially
targeted sec5 for siRNA depletion. Recent studies
showed that mutants of sec5 in D. melanogaster dis-

rupted exocyst function (Murthy and Schwarz, 2004)
and that RNAi-mediated depletion of sec5 inhibited ex-
ocyst-dependent processes in vertebrate cells (Prigent
et al., 2003). We found that depletion of sec5 resulted
in loss of midbody-associated sec5 as well as other
exocyst components, including sec3, sec8, and sec15
(Figures 3C and 3E). These results show that sec5 de-
pletion disrupts midbody-ring localization of the exo-
cyst. In contrast, neither sec5 nor sec8 loss from the
midbody affected the association of centriolin with the
midbody ring (Figures 3D and 3E). These data demon-
strate that centriolin is required for midbody localiza-
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tion of the exocyst, while localization of centriolin ap-
pears to be independent of the exocyst.

Disruption of the Exocyst Causes Failure

at the Final Stages of Cytokinesis

Localization of the exocyst to the midbody and its in-
teraction with centriolin suggested that the complex
might play a role in cytokinesis. To examine this, we
disrupted the midbody-associated exocyst using siRNAs
targeting sec5 and examined cytokinesis by time-lapse
imaging over a 20 hr time period. We found that over
half the cells exhibited severe cytokinesis defects, in-
cluding failure in the final abscission step (42%, Figures
4B and 4C, Movie S3) and delays during cytokinesis
(24%, n = 18) compared with control lamin siRNA-
treated cells (Figures 4A and 4C, Movie S2). Some cells
remained interconnected by thin cytoplasmic bridges
(Figure 4B, panel 17:05 and Movie S3) and sometimes
entered one or more additional rounds of mitosis while
still connected to their partner cells. Sec5-depleted
cells viewed for an additional 24 hr showed a similar
level of cytokinesis defects (data not shown), suggest-
ing that nearly all cells in the culture experienced cyto-
kinesis problems over time. Cytokinesis defects were
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Figure 6. Disruption of the Exocyst Results
in Accumulation of Secretory Vesicles at the
Midbody Ring

(A) A mitotic cell (0, arrow) treated with BFA
exits mitosis and forms a cleavage furrow
with normal timing but arrests with a thin in-
tercellular bridge that connects the two
daughters (panels 2:35 through 6:45).

(B) sec5 siRNA-treated cells accumulate en-
dobrevin/VAMP8-containing vesicle-like struc-
tures (arrows) at the Flemming body (arrow-
head, panel 2). Dotted lines, plasma
membrane. Graph, percentage of cells with
endobrevin/VAMP8 vesicles at the midbody
following indicated siRNA treatments. Scale
bars, 2 pm.

(C) Endobrevin/VAMP8 (green) localizes to
luminal-GFP secretory vesicles (red). Box at
midbody is enlarged in insets. Endo, endo-
brevin/VAMPS.

also observed when the exocyst was disrupted by
siRNA depletion of sec15 and sec8 (data not shown).
Cells remained healthy, as no differences in cell mor-
phology or mitochondrial function were observed.
These data show that disruption of the exocyst pro-
duces late-stage cytokinesis defects similar to centrio-
lin (Gromley et al., 2003) and demonstrates a require-
ment for the exocyst in the final stages of animal cell
cytokinesis.

Snapin and SNARE Components Localize to the

Midbody Ring in a Centriolin-Dependent Manner

Snapin was originally considered to be a neuron-spe-
cific protein, but recent studies demonstrated that it is
also expressed in nonneuronal cells (Buxton et al.,
2003). Snapin may facilitate assembly of SNARE com-
plexes and may define a limiting step in vesicle fusion
mediated by PKA phosphorylation (Chheda et al.,
2001). Although the role of snapin in neurotransmission
has been questioned (Vites et al., 2004), recent results
indicate that it is essential for this process (Thakur et
al., 2004). The role of snapin in cytokinesis is currently
unknown. Using previously characterized antibodies to
snapin (Thakur et al., 2004), we demonstrated that the
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Figure 7. Asymmetric Delivery of Secretory Vesicles to One Side of the Flemming Body Is Followed by Abscission at This Site

(A) A dividing HeLa cell expressing luminal GFP accumulates secretory vesicles on one side of the Flemming body (arrows in 2 and 3, inset).
In panel 1, most luminal-GFP signal is in Golgi complexes (G1 and G2). The signal appears transiently at one side of the midbody (2 and 3,
arrows; Movie S5) and is lost, although Golgi signal remains (4). Scale bar in panel 1, 10 pm.

(B) Higher-magnification images of another cell (see Movie S6) showing unidirectional delivery of luminal-GFP-containing vesicles from one
nascent daughter cell to one side of the Flemming body (arrowhead). GFP vesicles move to the Flemming body from the cell on the right
(1:18 and 1:40, arrows; see Movie S6) and quickly disappear (1:52), presumably due to vesicle fusion with the plasma membrane and diffusion
of the signal into the extracellular space. Phase and GFP signals are overlaid. Time, hr:min. Scale bar in panel 1, 1 pm.

(C) Lum-GFP vesicle delivery to the Flemming body (0'-30’, arrows) followed by signal loss (60’, at arrow) and abscission (80’ and 95). Phase-
contrast images were taken after disappearance of GFP signal. Enlargements of Flemming body are shown to the right of each low-magnifica-
tion image in 70'-95’. Scale bar at 70": 10 pm for 0'-95' and 2 pm for enlargements in 70'-95'.

(D) Lum-GFP vesicle delivery to one side of the midbody (panels 1-3) followed by disappearance of the GFP signal (panel 4) and abscission
(loss of intercellular bridge, panels 5-7, arrows). The box in panel 5 is enlarged in panel 6. Solid and dotted lines show cell boundaries.

(E) Postmitotic cell (1) showing microtubules (green, GT335 antibody) of the intercellular bridge (phase-contrast image, inset) attached to one
of the two daughter cells; no detectable midbody microtubules are seen on the other cell. Microtubules are on both sides of the midbody
ring (arrow, red, MKLP-1) and Flemming body (inset, phase), showing that the midbody with attached microtubules was delivered to one
daughter cell. Prophase Hela cell (2) with condensing chromatin (blue) and two centrosomes (green) has a midbody ring and lateral material
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protein localized to the midbody ring at the same time
as the exocyst and shortly after centriolin (Figure 5A,
panel 2).

Previous immunofluorescence studies showed that
the v-SNARE endobrevin/VAMP8 and t-SNARE syn-
taxin-2 were enriched in the region of the midbody
flanking the Flemming body and coincident with micro-
tubules and Aurora B staining (Low et al., 2003). Using
the same antibodies, we confirmed the localization pat-
tern of endobrevin/VAMP8 (Figure 5A, panel 1) and syn-
taxin-2 (data not shown). Very late in cytokinesis, the
intercellular bridge narrows to ~0.5 pm, and microtu-
bule bundles are reduced in diameter to 0.2-0.5 pm.
At this time, endobrevin/VAMP8 and syntaxin-2 joined
centriolin, snapin, and the exocyst at the midbody ring
(Figure 5A, panels 3 and 4). siRNA depletion of centrio-
lin eliminated the midbody-ring localization of snapin
(>35% of cells, Figure 5B), endobrevin/VAMP8 (>20%
of cells, Figure 5C), and syntaxin-2 (Figure 5C). Of the
remaining cells, 24% and 36% showed midbody stain-
ing levels below those of controls for snapin (n = 22)
and endobrevin/VAMPS8 (n = 25), respectively. As shown
earlier, midbody-ring integrity was not compromised
under these conditions, as MKLP-1 and MgcRacGAP
remained at this site in cells with reduced centriolin.
These results indicated that centriolin was required for
midbody-ring localization of v- and t-SNARE proteins
and the SNARE-associated protein snapin.

Snapin Depletion Mislocalizes the Protein from the
Midbody and Induces Cytokinesis Defects

Midbodies in 41% of snapin-depleted cells showed no
detectable snapin staining (Figure 5D). Time-lapse
imaging over a 22 hr period showed that 40% of
snapin-depleted cells experienced late-stage cytokine-
sis failure (Figure 5E, Movie S4). Other cells showed
long delays and often remained connected by a thin
intercellular bridge (data not shown). When cultures
were imaged for an additional 24 hr, we observed multi-
cellular syncytia resulting from multiple incomplete divi-
sions and additional individual cells undergoing cytoki-
nesis failure. This suggested that most cells in the
population ultimately failed cytokinesis and that some
failed multiple times. Occasionally, cells separated
when one of the attached daughters re-entered mitosis,
possibly due to tensile forces generated by cell
rounding during mitosis (Figure 5E, Movie S4). These
results demonstrated that snapin was necessary for
abscission and suggested that it functioned by anchor-
ing SNARE complexes at the midbody.

Disruption of the Exocyst Results in Accumulation
of Secretory Vesicles at the Midbody

We next tested whether the late-stage cytokinesis de-
fects observed in this study resulted from changes in
membrane trafficking to the midbody. As a first test of
this idea, we used brefeldin A, which disrupts cytokine-

sis in C. elegans presumably due to inhibition of post-
Golgi secretory-vesicle trafficking (Skop et al., 2001). In
Hela cells treated with brefeldin A, we observed late-
stage cytokinesis defects (Figure 6A) that were similar
to those observed following depletion of centriolin.
Many cells were delayed in or failed cytokinesis (n = 9/
13 cells in two separate experiments). This suggested
that post-Golgi vesicle trafficking was involved in late-
stage cytokinesis events in vertebrate cells, although
brefeldin A is known to affect other membrane-traffick-
ing pathways (Antonin et al., 2000).

Based on the localization of the exocyst to the mid-
body ring, we reasoned that the vesicle-tethering func-
tion of the complex might be operating at this site to
facilitate fusion of v-SNARE-containing vesicles at the
late stages of cytokinesis. To test this idea, we depleted
cells of sec5 to disrupt exocyst complexes and exam-
ined the localization of v-SNARE (endobrevin/VAMP8)
containing vesicles. We observed a collection of small,
spherical endobrevin/VAMP8-containing structures re-
sembling vesicles at the midbody (Figure 6B, panel 1,
arrows) that were positioned around the phase-dense
Flemming body (Figure 6B, arrowhead, panel 2). Al-
though these structures were occasionally seen in con-
trol lamin A/C siRNA-treated cells, they were signifi-
cantly increased in sec5-depleted cells (Figure 6B,
graph).

To determine whether the endobrevin/VAMP8-con-
taining structures were secretory vesicles, we used a
more specific marker for the secretory pathway. We ex-
pressed a GFP-tagged construct containing an amino-
terminal signal peptide that targets the protein to the
lumen of the ER (lum-GFP) (Blum et al., 2000) and lacks
retention and retrieval motifs, so it would not be ex-
pected to target to endosomes, multivesicular bodies,
or lysosomes. The lum-GFP was efficiently secreted
from nondividing MDCK cells following a 19°C trans-
Golgi network block and release from the block in the
presence of protein-synthesis inhibitors (C.Y., unpub-
lished data). When we expressed lum-GFP, numerous
GFP-containing vesicles were observed in the cyto-
plasm. Following fixation and staining for endobrevin/
VAMPS, we found that most of the endobrevin/VAMPS8
vesicles colabeled with lum-GFP throughout the cyto-
plasm (Figure 6C) and within the intercellular bridge
during late stages of cytokinesis (Figure 6C, insets).
This observation demonstrates that the v-SNARE-con-
taining vesicles that accumulated following disruption
of the exocyst are secretory vesicles, an observation
similar to that seen in studies in exocyst mutants of S.
cerevisiae where vesicles dock normally but fail to fuse
with the plasma membrane (Guo et al., 2000)

Asymmetric Delivery of Secretory Vesicles
to the Midbody Is Followed by Abscission
At early stages of cytokinesis, we observed numerous
GFP-labeled secretory vesicles in Golgi complexes and

stained with MKLP-1 (arrow, red) and in enlargement (bottom right); the Flemming body with flanking material is enlarged at upper right.
Metaphase cell (3) with two midbody rings stained for MKLP-1 (red). Inset, two Flemming bodies corresponding to the two MKLP-1-stained
structures. Centrosomes, green; DNA, blue. Interphase cell (4) showing four MKLP-1-stained midbody rings (red). Two are enlarged in lower
inset and colocalize with phase-dense Flemming bodies (upper inset). DNA, blue; microtubules, green.
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cell bodies of nascent daughter cells but few within in-
tercellular bridges (Figure 7A, panel 1). However, at a
late stage of cytokinesis when the intercellular bridge
narrowed to a diameter of ~2 pm and the midbody
microtubule bundle was reduced to a diameter of
0.5-1 um, GFP secretory vesicles accumulated in the
intercellular bridge near the midbody ring (Figure 7A,
Movie S5). Higher-magnification imaging of another cell
at a similar cell-cycle stage revealed labeled secretory
vesicles moving suddenly and rapidly (within 20 min)
from the cell bodies into the intercellular bridge and up
to the midbody ring (Figure 7B, Movie S6). In 11/11
cells, the vesicles were delivered primarily if not exclu-
sively from one of the nascent daughter cells (Figure
7B, center panels). Vesicles packed into the region ad-
jacent to the phase-dense Flemming body (Figure 7B,
panels 2 and 3, large arrowhead; Movie S6). Within 20
min, the GFP signal disappeared (Figure 7B, last panel
and Figure 7A, last panel), suggesting that the vesicles
fused with the plasma membrane, releasing the GFP
signal into the extracellular space where it was free to
diffuse. Loss of the GFP signal was not due to photo-
bleaching because GFP-labeled vesicles in cell bodies
adjacent to the intercellular bridge and in the Golgi
complex retained the signal. We next examined the re-
lationship between vesicle delivery to the midbody and
abscission. We found that, shortly after the GFP signal
was lost from the midbody region, the cell cleaved on
the side of the Flemming body that received the GFP
vesicles (6/6 cells from four experiments, Figure 7C).
The cell on the opposite side received the Flemming
body (Figure 7C, 70’95’ and Figure 7D). In some cases,
the Flemming body moved around rapidly after abscis-
sion on the cell surface (Movie S7), suggesting that the
structure was not anchored at a discrete point on the
new daughter cell. Postdivision midbodies contained
multiple midbody-ring components and retained micro-
tubules from both sides of the midbody ring (Figure 7E,
panel 1). They persisted for some time after abscission,
consistent with previous results (Mishima et al., 2002),
and were often present in multiple copies, suggesting
that they were retained through several cell cycles (Fig-
ure 7E, panels 2-4). These structures were seen on
~35% of Hela cells and often retained features of the
Flemming body and midbody ring, including MKLP-1
staining, Aurora B staining, phase-dense Flemming
bodies, and localization to the plasma membrane (Fig-
ure 7E, data not shown). This suggested that supernu-
merary midbodies represent structures from previous
divisions similar to the bud scars observed in yeast
(Chen and Contreras, 2004).

Discussion

A Model for the Final Stage of Cytokinesis

This study defines several distinct molecular and struc-
tural steps during the late stages of cytokinesis (Figure
8). During cleavage-furrow ingression, MKLP-1 and
MgcRacGAP arrive at the midbody ring (Figure 8A).
When the intercellular bridge forms, centriolin localizes
to the ring (Figure 8B), followed by snapin and exocyst
proteins (Figure 8C). When the diameter of the midbody
microtubule bundle and the intercellular bridge are

reduced to ~0.5-1 um, endobrevin/VAMPS8 (v-SNARE)
and syntaxin-2 (t-SNARE) move to the midbody ring.
The v-SNAREs are part of secretory vesicles that move
asymmetrically into the intercellular bridge predominantly
from one nascent daughter cell; binding to v-SNAREs
may incorporate t-SNAREs into this organization. The
vesicles pack into the area adjacent to the ring and ap-
pear to fuse, releasing their contents into the extracel-
lular space (lum-GFP, Figures 8D and 8E). Vesicle fusion
with the plasma membrane may be initiated near the
midbody ring where v- and t-SNAREs are localized.
This could be followed by additional fusion events be-
tween vesicles and the plasma membrane as well as
vesicle-vesicle fusion events (homotypic) mediated by
SNAP23/25, a v-SNARE involved in compound exo-
cytosis (Takahashi et al., 2004) (Figures 8F and 8G). Ab-
scission then occurs at the site of vesicle fusion, and
the entire midbody remains with the daughter cell op-
posite the fusion site (Figure 8H). Abscission could be
triggered by arrival of v- and t-SNAREs at the midbody
ring; release of SNAP23/25 from lipid rafts (Takahashi et
al., 2004; Takeda et al., 2004); phosphorylation of snapin
by PKA, which mediates its binding to the t-SNARE com-
plex (Buxton et al., 2003; Chheda et al., 2001); or another
event. Dynamic movement of the postabscission mid-
body ring suggests connections to motile forces within
the cell, although this remains to be determined.

Asymmetric Delivery of Secretory Vesicles Marks

the Site of Abscission

It is remarkable that secretory vesicles loaded with lu-
minal GFP move into the intercellular bridge from only
one of the two prospective daughter cells. The mecha-
nism of this asymmetric vesicle delivery is unknown. It
is tempting to speculate that a signal, negative or posi-
tive, emanates asymmetrically from one centrosome in
the dividing cell. Centrosomes in the two prospective
daughter cells are different in that one was “born” from
the older centriole in the previous cell division during
the centrosome duplication process (Doxsey, 2001).
Consistent with this idea is the asymmetric spindle-
pole body (SPB) localization of budding- and fission-
yeast proteins that control mitotic exit and cytokinesis
(Doxsey et al., 2005; Grallert et al., 2004; Molk et al.,
2004). In S. pombe, inhibitors of mitotic exit (Cdc16p
and Byr4p) localize to the “old” SPB while activators of
mitotic exit (Cdc7p and presumably Sid1p and Cdc14p)
localize to the new SPB (Grallert et al., 2004). The rele-
vance of this localization in both yeasts is still un-
known. Further studies will be required to determine
the role of centrosome protein asymmetry in the unidi-
rectional delivery of secretory vesicles and abscission
in animal cells. It has been suggested that the mother
centriole moves to the intercellular bridge in telophase
cells to coordinate the final steps in cytokinesis (Piel et
al., 2001), although this was not consistently observed
in this study (data not shown) or another that investi-
gated several cell lines (RPE-1, Ptk-1, CV-1, NRK-52E;
A. Khodjakov, personal communication).

The final stages of cytokinesis in animal cells share
features with cell division in higher plants. Higher plant
cells cannot divide using an actomyosin-based cleav-
age furrow due to the presence of a nonpliant cell wall,
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Figure 8. Model Depicting Vesicle-Mediated Abscission during Cytokinesis

(See text for details.)

(A) MKLP-1 and MgcRacGAP (green) arrive at midbody ring after cleavage furrowing has progressed. Microtubules, brown; plasma membrane,

upper and lower lines.

(B and C) Centriolin moves to ring ([B], blue) and anchors sec15, other exocyst components, and snapin ([C], red).

(D) When midbody microtubules are reduced and the membrane constricted, v- and t-SNAREs ([D], black) move to the midbody ring from
one prospective daughter cell. v-SNAREs presumably move with vesicles and bind there in a centriolin-dependent manner; t-SNAREs on the
plasma membrane could bind through v-SNAREs.

(E) Vesicles heterogeneous in di: pack ically into the intercellular bridge adjacent to the midbody ring.

(F and G) Vesicles adjacent to the ring containing SNARES and exocyst fuse with the plasma membrane (F) as well as at other plasma-
membrane sites and with one another (G).

(H) Abscission follows at the site of membrane fusion, and the midbody is retained by the daughter cell opposite the fusion site. The released
midbody ring contains multiple midbody-ring proteins and usually retains microtubule bundles from both sides of the ring. (In this model, the

apparent “layering” of components is a simplification to depict arrival of different components at the midbody.)

so they accomplish cell division by constructing a new
membrane at the division plane, called the cell plate,
that is independent of the plasma membrane and is
established by microtubule-dependent delivery and fu-
sion of vesicles at this site (Albertson et al., 2005; Fin-
ger and White, 2002; Jurgens, 2005). Our data show
that the coordinated delivery of vesicles to the midbody
ring during the late stages of cytokinesis is also re-
quired for the final stages of cell division in animal cells.
However, we still do not understand the mechanism of
secretory-vesicle delivery to the midbody, the role of
microtubules in this process, or the precise contribu-
tion of vesicle transport and fusion to abscission. The
presence of vesicles with heterogeneous diameters ad-
jacent to the midbody ring prior to abscission is consis-
tent with a model in which some vesicles fuse together
prior to fusion with the plasma membrane. This would
be analogous to the cell plate in plant cells. The enodo-
cytic pathway also appears to play a role in cell cleav-
age as components (dynamin, FIP3, Rab11) and com-
partments (endosomes) involved in this pathway affect
the late stages of cytokinesis (Thompson et al., 2002;
Wilson et al., 2005). Recycling endosomes have been
shown to move from both prospective daughter cells
to the midbody during cytokinesis then return to the
daughter-cell cytoplasm (Wilson et al., 2005). It is still
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unclear how recycling endosomes participate in ab-
scission and how the bidirectional movement of endo-
somes into the intercellular bridge is related to the uni-
directional movement of secretory vesicles to this site
in our study.

Structure and Persistence of the Midbody Ring

We have shown that many proteins localize to the mid-
body ring and that the phase-dense Flemming body is
also organized into the shape of a ring. This is consis-
tent with earlier ultrastructural studies that describe cy-
toplasmic channels coursing through the central mid-
body (Mullins and Biesele, 1977). The ring structure
bears a resemblance to bud scars of S. cerevisiae,
which serve as markers for longevity (Chen and Con-
treras, 2004). The midbody ring in animal cells is inher-
ited by the daughter cell that lies opposite the site of
vesicle delivery and appears to persist, as it is often
seen in mitotic cells prior to cytokinesis and found in
multiple copies in interphase cells (Figure 7E) (Mishima
et al., 2002). Shortly after abscission, the midbody ring
contains microtubules that extend from both sides of
the ring. This suggests that dissolution of microtubule
bundles adjacent to the midbody ring is not an absolute
requirement for the final stage of cytokinesis but rather
that abscission can result in transfer of the entire mid-
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body and associated microtubules into one daughter
cell.

Experimental Procedures

Cell Culture and Transfections

The cells used primarily in this study were diploid, telomerase-im-
mortalized human RPE cells (hnTERT-RPE-1s, Clontech Laborato-
ries, Inc.) (Morales et al., 1999) and Hela cells. All cells were grown
as previously described (American Type Culture Collection). HeLa
cells were transfected as previously described (Lipofectamine, Invi-
trogen).

Immunofluorescence

Cells were prepared for immunofluorescence, imaged, and decon-
volved (Metamorph, Universal Imaging Corp.) using either formal-
dehyde, formaldehyde followed by methanol, or methanol alone as
previously described (Dictenberg et al., 1998). All immunofluores-
cence images are two-dimensional projections of three-dimen-
sional reconstructions to ensure that all stained material was visi-
ble in two-dimensional images. Quantification of signals produced
by immunofluorescence staining for various midbody antigens was
performed as described for centrosome protein quantification in
our earlier studies (Gromley et al., 2003).

Antibodies

Antibodies to the following proteins were used: sec3, sec5, sec8,
sec10, exo70, exo84, and sec15 (Yeaman, 2003); centriolin (Grom-
ley et al., 2003); u-tubulin, y-tubulin, u-Hisg, and «-myc (Sigma-
Aldrich); Aurora B (Transduction Laboratories); MKLP-1, GAL4
transactivation domain (AD), and GAL4 DNA binding domain (DBD)
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.); and GT335 for stabilized microtu-
bules (Gromley et al., 2003).

Yeast Two-Hybrid Screen

Yeast two-hybrid library screens were performed following the
manufacturer’s instructions using a human testis Matchmaker Pre-
Transformed Two-Hybrid Library (Matchmaker GAL4 Yeast Two-
Hybrid System, Clontech). False positives were eliminated by mat-
ing each clone with strains expressing either lamin C or the DNA
binding domain alone and plating on quadruple dropout media.

siRNAs

Two siRNAs targeting centriolin and one targeting lamin A/C were
used as described (Gromley et al., 2003). Additional siRNAs tar-
geted nucleotides in the following proteins: MKLP-1 (189-207),
sech (260-278), sec8 (609-627), and snapin (312-330). Cells were
examined 24-48 hr after siRNA treatment. siRNAs were used at
10-50 nM, and Lipofectamine was the delivery agent (Gromley et
al., 2003).

Brefeldin A Treatment
Hela cells were treated with 5-10 ng/ml brefeldin A (Sigma-Aldrich)
and imaged.

Immunoprecipitations

Antibodies to centriolin or exocyst were added to hTERT-RPE cell
extracts and incubated at 4°C overnight. The lysis buffer included
50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM Na,HPO, (pH 7.2), 1 mM EDTA,
150 mM NaCl, 1% IGEPAL CA-1630, and protease inhibitors (Mini
tablets, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Superose 6 sam-
ples were incubated with antibodies to sec3 and sec8, bound to
protein A/G beads (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) at 4°C for 2 hr
(Yeaman, 2003), and exposed to SDS-PAGE and immunoblotting
(Harlow and Lane, 1988).

Time-Lapse Imaging

Time-lapse imaging of cytokinesis was performed using a wide-
field microscope (Gromley et al., 2003), and images were taken ev-
ery 5 min for 18-24 hr. For luminal-GFP-expressing cells (Figure
7B), two concurrent time-lapse programs were used (GFP, phase
contrast), and images were taken every 2 min for 3-4 hr. A Perki-
nElmer spinning-disc confocal microscope with an UltraVIEW CSU-

10 head was used for Figures 7A, 7C, and 7D. Images were taken
every 5 min and captured on an ORCA-AG cooled CCD camera.
Images of GFP-GAPCenA-expressing cells were taken every 10 min
on a Zeiss Axiophot microscope equipped with a Hamamatsu digi-
tal camera. Mitochondria function was assessed by Mitotracker
staining (Molecular Probes).

Exocyst Fractionation

For isopycnic centrifugation, membrane compartments containing
exocyst fractions were prepared as described (Grindstaff et al.,
1998; Yeaman, 2003). For size-exclusion chromatography, cells
were extracted with MEBC buffer (0.5% Nonidet P-40, 50 mM Tris-
HCI [pH 7.5], 100 mM NaCl) containing protease inhibitors (0.1 mM
Na,VO,; 50 mM NaF; 1 mM Pefabloc [Boehringer Mannheim]; and
10 pg/ml each of leupeptin, antipain, chymostatin, and pepstatin
A) for 10 min at 4°C. Lysates were first sedimented in a Microfuge
(Beckman Instruments, Fullerton, California) for 10 min and then for
30 min at 100,000 x g, passed through a 0.22 pm filter (Millipore),
and loaded on a Superose 6 HR 10/30 column (200 pl, 10 mm x 30
cm; Pharmacia Biotech, Inc.) equilibrated in MEBC buffer and 1
mM dithiothreitol with 0.1 mM Pefabloc. Proteins were eluted (0.3
ml/min) at 17°C in 0.5 ml fractions, the concentration of protein in
the fractions was determined, and the fractions were used for vari-
ous assays (fractions 7-30).

Supplemental Data

Supplemental Data include one figure and seven movies and can
be found with this article online at http://www.cell.com/cgi/content/
full/123/1/75/DC1/.
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5 Résultats et discussion II: étude des conséquences de la

perturbation de la mitose sur la prolifération cellulaire

5.1 Présentation du sujet

L'instabilité chromosomique et I'aneuploidie sont caractéristiques de la plupart des
cancers, dont 85 % des cancers colorectaux (Lengauer, Kinzler et al. 1997; Lengauer, Kinzler et al.
1998). L'aneuploidie observée dans un grand nombre de cancers est corrélée avec des tumeurs
agressives et un mauvais pronostic de survie. Malgré I'association fréquente entre l'instabilité
chromosomique, I'aneuploidie et le processus de cancérogénése, une relation de causalité n’a
pas été mise en évidence (Geigl, Obenauf et al. 2008). Ainsi, on ignore si I'aneuploidie d’une
cellule, résultant d’'un accident lors de la mitose, est un élément suffisant susceptible de

transformer une cellule.

Le déroulement de la mitose chez les eucaryotes supérieurs est soumis a un point de
contréle dit point de contréle du fuseau mitotique (Musacchio and Salmon 2007). Ce point de
contréle est actif tant que les chromosomes ne sont pas tous alignés sur la plague métaphasique
et rattachés via les kinétochores a des microtubules kinétochoriens, ou fibres kinétochoriennes,
dont la dynamique est suffisante pour assurer la séparation des chromosomes en deux
chromatides. L'activité du point de contréle permet de retarder I'anaphase jusqu'a ce que toutes

les conditions au bon déroulement de la mitose soient réunies.

Ce point de controle n’est pas absolu. Lorsque le fuseau mitotique est dépolymérisé par
des inhibiteurs des microtubules, le point de controle est activé et les cellules s’arrétent en
métaphase. Apres un certain passé en métaphase, les cellules peuvent échapper au point de
contrble et sortir de mitose sans pour autant avoir séparé leur ADN ni s’étre clivée en deux
cellules filles (Andreassen and Margolis 1994; Andreassen, Martineau et al. 1996). Les cellules
tétraploides résultantes sont incapables de poursuivre un cycle cellulaire normal et restent
arrétées en pseudo-phase G1 (Andreassen, Lohez et al. 2001). Ce phénoméne a regu le nom de

«mitotic slippage», et 'arrét résultant celui de «post-mitotic checkpoint». On sait peut de choses
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sur les conditions du mitotic slippage, néanmoins, il a été montré que dans les cellules qui
sortent de mitose de cette facon, la Cycline B est dégradée. Dans les cellules qui surexpriment
une version non dégradable de la Cycline B, le mitotic slippage ne se produit pas, les cellules
restant arrétées en métaphase (Brito and Rieder 2006). Il semble que le phénoméne du mitotic
slippage se produise en dépit d’'un point de contréle mitotique activé. En effet, les protéines du
point de controle mitotique sont retrouvées localisées sur les kinétochores des cellules
tétraploides arrétées en début de phase G1, ce qui est un signe de I'activation des protéines du
point de controle (Rieder, Cole et al. 1995). Par ailleurs, il semble que les cellules qui sortent de
mitose par mitotic slippage aient un métabolisme différent des cellules qui sortent de mitose
aprés avoir satisfait le point de contréle. On retrouve en effet dans les cellules arrétées par le
post-mitotic checkpoint des substrats du complexe APC/C-Cdhl spécifiques de la sortie de
mitose non dégradés. Cela pourrait signifier que dans ces cellules, APC/C-Cdh1 est inactif (Brito

and Rieder 2006).

Au cours des années qui ont précédé le début de ces travaux, un certain nombre de
publications ont mis en évidence I'importance de la dynamique des microtubules dans le bon
déroulement de la mitose. C’'est en effet grace a des inhibiteurs de la dynamique des
microtubules que I'on a pu étudier le point de controle mitotique chez la levure puis chez
'homme (Hoyt, Totis et al. 1991). Les inhibiteurs des microtubules sont utilisés pour
synchroniser les populations de cellules en culture parce qu’ils permettent d’activer le point de
contrble mitotique mais n’entravent pas le déroulement du cycle cellulaire en interphase. Parmi
les inhibiteurs de la dynamique de microtubules on trouve des inhibiteurs de la polymérisation,
comme par exemple le nocodazole et la vinblastine, et des inhibiteurs de la dépolymérisation
comme le taxol (Jordan and Wilson 2004). Les premiéres publications concernant le point de
contréle mitotique ont mis en avant l'importance de |'attachement des microtubules aux
kinétochores en utilisant le nocodazole a des concentrations qui entrainaient une
dépolymérisation compléte du fuseau mitotique (Rieder, Schultz et al. 1994). A de plus faibles
concentrations, tous les inhibiteurs des microtubules affectent la dynamique des microtubules
de facon similaire et perturbent la mise en place du fuseau mitotique sans pour autant le
dépolymériser complétement (Jordan, Thrower et al. 1992). L'utilisation de ces concentrations
moins importantes a permis de montrer plus récemment que la dynamique des microtubules est

aussi importante pour la mise en place d’un fuseau mitotique normal et le positionnement des
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chromosomes ainsi que pour le fonctionnement correct du point de controle mitotique
(Wendell, Wilson et al. 1993; Skoufias, Andreassen et al. 2001). En 2001, Cimini et Salmon ont
montré qu’en utilisant le nocodazole selon un protocole particulier ils pouvaient induire une
augmentation spécifique des chromosomes mérotéliques en mitose ainsi qu’une augmentation

de cellules aneuploides résultant de ces défauts (Cimini, Howell et al. 2001).

Pendant ma thése je me suis intéressée aux conséquences des anomalies de la mitose sur
la prolifération des cellules. Nous avons fait I’hypothése que les cellules aneuploides résultant de
mitoses anormales sont susceptibles de déclencher un mécanisme de contréle qui permette

d’empécher leur prolifération.

Afin d’étudier la prolifération de cellules avec le moins de mutations ou de modifications
possibles nous avons travaillé préférentiellement avec les cellules REF52, des fibroblastes
primaires de rat, et les cellules IMR90, une lignée de cellules primaires de fibroblastes humains.

Ces cellules ne sont pas transformées et possédent a priori tous leurs points de contréle intacts.

Pour obtenir des cellules aneuploides, nous avons décidé d’utiliser des inhibiteurs de la
polymérisation des microtubules. Nous avons utilisé des concentrations permettant d’affecter
I’établissement du fuseau mitotique et le déroulement de la mitose de fagon a créer des défauts

de ségrégation des chromosomes, sans dépolymériser le fuseau complétement.

6 Résultats

6.1 Validation du modele

Dans un premier temps nous avons tenu a vérifier que notre modele de travail était
viable, c’est a dire que I'on peut générer des cellules aneuploides en utilisant des inhibiteurs des

microtubules pour modifier le déroulement de la mitose. La premiére étape a consisté a trouver
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les concentrations d’inhibiteurs susceptibles de produire 'effet désiré, puis nous avons étudié

plus précisément le comportement des cellules traitées avec ces concentrations particuliéres.

6.1.1 Etude de l'effet de différentes concentrations d’inhibiteurs de la

polymérisation des microtubules sur le contenu des cellules en ADN.

Afin d’évaluer I'effet potentiel des inhibiteurs de microtubules sur la ploidie des cellules,
nous avons utilisé la mesure de la quantité de ’ADN par cytométrie de flux. La cytométrie de flux
permet a la fois d’analyser des marqueurs dans chaque cellule individuellement et d’obtenir des
données concernant toute une population de cellules. La présence de cellules aneuploides peut
étre suggérée par un élargissement du pic correspondant a 2N chromosomes, du fait de la
présence de cellules comprenant quelques chromosomes de plus ou de moins que la stricte
ploidie. A partir d’une certaine concentration de nocodazole dans le milieu, le fuseau de
microtubules est completement dépolymérisé et les cellules s’arrétent en mitose par activation
du point de controle mitotique. Les cellules sortant de mitose via « mitotic slippage » sont
tétraploides. La tétraploidie est facilement analysée par cytométrie de flux en mesurant la
quantité d’ADN par cellule, les cellules tétraploides formant un pic correspondant a 4N

chromosomes.

Les cellules REF52 ont été cultivées en présence d’'une gamme de concentrations de
nocodazole pendant 24 heures, puis récoltées et fixées, enfin I’ADN a été marqué et les
différents échantillons ont été analysés. Les résultats de cette premiére expérience sont

présentés figure 1.

On observe avec la figure 1 que dans le cas des REF52, les cellules sont tétraploides a
partir de 133 nM de nocodazole dans le milieu de culture. A des concentrations inférieures a 133
nM, on note que les cellules ne s’accumulent pas selon un pic correspondant a 4N
chromosomes, mais plutot que les cellules se répartissent entre deux populations autour des
valeurs 2N et 4N chromosomes. On retrouve a 83 nM de nocodazole un pic 2N élargi comme

nous en avions fait I’"hypothese, cette population correspondant probablement a des cellules
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aneuploides. La coexistence de deux populations de cellules différentes (tétraploides et
aneuploides) pourrait s’expliquer par une certaine différence de sensibilité aux inhibiteurs entre

les cellules d’une méme population.

cellules
cellules
cellules
cellules

IN 4N IN 4N IN 4N IN 4N

ADN ADN ADN ADN
Milieu Nocodazole 33 nM Nocodazole 66 nM Nocodazole 83 nM
2 3 g 8
E] ‘ E; 3| E
B 2 B 3
IN 4N T IN 4N i TN 4N IN 4N
ADN ADN ADN ADN

Nocodazole 100 nM Nocodazole 116 nM Nocodazole 133 nM Nocodazole 332 nM

Figure 1 : Le nocodazole modifie la répartition de ’ADN dans les REF52

Les cellules REF52 asynchrones ont été cultivées dans du milieu ou en présence de différentes
concentrations de nocodazole pendant 24 heures. Les cellules ont ensuite été récoltées et fixées, et
leur ADN a été marqué par iodure de propidium. Les graphes représentent le nombre de cellules en
fonction de leur contenu en ADN.

A des concentrations de nocodazole inférieures a 66 nM, la différence entre le controle
et les cellules traitées n’apparait pas nettement en cytométrie de flux. Cela n’exclut pas que le
nocodazole induise des défauts de ploidie de l'ordre d’'un chromosome manquant ou
surnuméraire. Néanmoins, pour la suite des travaux, nous avons préféré utiliser une

concentration qui nous donne un phénotype plus facilement observable en cytométrie de flux.

Jai réalisé la méme expérience avec deux autres inhibiteurs de la polymérisation des
microtubules, le taxol et la vinblastine. Les résultats de ces expériences sont présentés figure 2.
Comme pour le nocodazole, I'utilisation d’une gamme de concentrations de ces deux composés
pendant 24 heures dans le milieu de culture des REF52 modifie la répartition de la quantité de

'ADN dans les cellules. Cela semble signifier, comme pour le nocodazole, que dans ces
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conditions particulieres la ségrégation des chromosomes est asymétrique. Dans toutes les
expériences, on note que la répartition entre une population aneuploide et tétraploide dépend

de la concentration utilisée, et non de la nature de I'inhibiteur.

Dans le cas du taxol, on obtient un pic élargi a une concentration de 40 nM, puis avec
I'augmentation de la concentration d’inhibiteur, les cellules contenant 4N chromosomes tendent
a s’accumuler, jusqu’a la concentration de 80 nM ou les cellules sont tres majoritairement

tétraploides.

Dans le cas de la vinblastine, le pic 2N est plus large dés 2 nM d’inhibiteur, et les cellules
sont majoritairement tétraploides lorsque I'on utilise 20 nM. Entre ces deux concentrations,
comme pour le nocodazole et le taxol, les cellules se départagent entre deux populations:
aneuploides et tétraploides, et le rapport de ces deux populations évolue avec la concentration

en inhibiteur.

Par la suite, pour générer des cellules REF52 aneuploides a partir de nocodazole ou de
vinblastine jai utilisé les concentrations me permettant d’obtenir un pic visiblement élargi et un
minimum de cellules tétraploides. Pour les expériences suivantes impliquant des REF52, et a
chaque fois que je mentionne |'effet de faibles concentrations d’inhibiteurs, j’ai utilisé le
nocodazole a la concentration de 83 nM, la vinblastine a la concentration de 2,5 nM et le taxol a

40 nM.
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Figure 2 : La vinblastine et le taxol modifient la répartition de I’ADN dans les REF52

Les cellules REF52 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence
d’une gamme de concentrations soit de vinblastine (figure 2A) soit de taxol (figure 2B)
pendant 24 heures. Les cellules ont ensuite été récoltées et fixées, et leur ADN a été marqué
pour étre analysé en cytométrie de flux. Les graphes représentent le nombre de cellules en
fonction de leur contenu en ADN.

6.1.2 En présence de faibles doses d’inhibiteur, les cellules traversent la

mitose de fagcon anormale.

Pour vérifier que les conditions d’utilisation des inhibiteurs de la polymérisation des
microtubules établies précédemment créent des cellules aneuploides nous avons observé les
cellules en microscopie de fluorescence. Nous avons tout d’abord observé les types de défauts
obtenus en mitose en présence des doses d’inhibiteur sélectionnées, puis nous avons cherché a

évaluer la proportion de cellules présentant des défauts dans les conditions expérimentales.
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Comme nous nous intéressons a la ségrégation des chromosomes, nous avons dans un
premier temps observé des cellules préalablement synchronisées, puis incubées dans du milieu
contenant soit du nocodazole soit de la vinblastine aux concentrations induisant les pics élargis
décrits précédemment (83 nM pour le nocodazole et 2,5 nM pour la vinblastine), et fixées a
différents moments de la mitose déterminée par évaluation de I'index mitotique. Les marquages
de I'ADN et de la Tubuline-a permettent d’observer a la fois le fuseau mitotique et les
chromosomes. Des images représentatives de ces expériences sont présentées dans les figures 3

ab.

Dans les cellules cultivées sans inhibiteurs, on n’observe pas de défauts apparents (voir
figure 3). Par contre, on observe des anomalies diverses en mitose en présence d’inhibiteurs de
la dynamique des microtubules, et ce quelque soit I'inhibiteur employé. On remarque deux
défauts majeurs : la présence de fuseaux mitotiques multipolaires et la présence, autour de
certains poles des fuseaux, de chromosomes non alignés. Ces deux types de défauts sont
susceptibles d’entrainer une ségrégation anormale des chromosomes. Les cellules présentant
des fuseaux multipolaires peuvent avoir plusieurs poles distincts (figure 5a) ou bien un fuseau
mitotique auquel se rajoute d’autres poles ressemblant a des asters (figure 5b et figure 4e et 4f).
Dans les cellules qui présentent ces asters on retrouve trés fréquemment des chromosomes au
voisinage des poles du fuseau principal. On observe aussi des chromosomes non alignés dans

des cellules contenant un fuseau bipolaire (figures 4a, 4b, 4d et 6a).

Méthaphase Anaphase Télophase

Figure 3 : Déroulement d'une mitose normale.

Les cellules REF52 ont été cultivées sur lamelles recouvertes de poly-lysine en absence d’inhibiteur. On observe
que les chromosomes se regroupent sur la plague métaphasique en métaphase (A), puis les chromatides se
séparent en deux pools lors de I'anaphase (B). En télophase, les deux pools de chromosomes sont attirés vers les
pobles du fuseau et on n'observe pas de pont chromosomiques ont de chromosome isolé. La Tubuline-a est en vert,
I’ADN en rouge
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TUBULINE ADN TUBULINE /ADN

Figure 4 : Le nocodazole entraine différents types de défauts en mitose.

Les cellules REF52 cultivées sur des lamelles recouvertes de poly-lysine, ont été synchronisées en
phase S par traitement avec de I'aphidicoline. Les cellules ont ensuite été cultivées en présence de 83
nM de nocodazole. Les cellules ont été fixées lors de la mitose. Les différents types de marquages
utilisés sont précisés dans la couleur de I'anticorps secondaire ou du fluorophore correspondant.
Tubuline : Tubuline-a. Les fleches désignent les chromosomes non alignés ou les poles
surnumeéraires.
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Tubuline Tubuline/ADN

Figure 5 : La vinblastine entraine différents types de défauts en mitose.

Dans le cas des cellules en présence de faibles concentrations de nocodazole ou de
vinblastine, le cytosquelette de microtubule semble assez dynamique pour permettre la mise en
place du fuseau central et assurer les étapes finales de la division malgré présence d’anomalies.
On observe en effet des cellules multipolaires en anaphase, ainsi que des cellules qui opérent la
ségrégation de leurs chromosomes de facon asymétrique (figure 5a). On note que les groupes de
chromosomes se séparent, que des fuseaux centraux se forment et que les cellules atteignent la
télophase (figure 5c et 6b). On retrouve notamment des cellules en télophase présentant des
anomalies, avec par exemple des chromosomes non alignés. Les cellules résultant de telles
mitoses forment des cellules contenant des micronoyaux en interphase (figure 6c). Ces
micronoyaux sont visibles dés la cytokinése, ou I’ADN se décondense et la membrane nucléaire

se reforme.

96



Tubuline/ ADN

Figure 6 : Les cellules traversent la mitose avec des anomalies.

Les cellules REF52 ont été cultivées dans les mémes conditions que celles de la figure 3, en présence
de nocodazole. Les différents types de marquages utilisés sont précisés dans la couleur de I'anticorps
secondaire ou du fluorophore correspondant. Tubuline : Tubuline-a. Les cellules présentent des
anomalies en métaphase (a), télophase (b), ou en cytokinese (c).

Ces expériences nous a permis d’observer deux aspects importants de la facon dont les
cellules REF52 se divisent en présence de faibles doses de nocodazole et de vinblastine. Le
premier aspect est la présence de défauts au niveau du fuseau mitotique, entrainant des défauts
de ségrégation divers. Le deuxiéme aspect est le fait que les cellules semblent néanmoins
progresser en suivant toutes les phases classiquement décrites de la mitose. Ce deuxieme point
nous a conduit a poser la question de savoir si le point de contréle mitotique dans les REF52 est

fonctionnel et s’il est activé dans le cadre de nos expériences.

Afin de savoir si le point de controle est fonctionnel dans les cellules en présence de
faibles concentrations d’inhibiteur, nous avons vérifié que la protéine Bubl se localise
effectivement sur les kinétochores non attachés ou non alignés, comme décrit dans la littérature

(Rieder, Schultz et al. 1994; Taylor and McKeon 1997; Skoufias, Andreassen et al. 2001).
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L’activation du point de contréle mitotique dans le cas de manque de tension aux
kinétochores nécessite la localisation de Bubl sur les sites défectueux. L'observation de la
localisation de Bubl en début de mitose nous a permit d’établir que cette protéine se localise
bien sur les kinétochores des chromosomes non alignés, ce qui signifie que les défauts de

tension sont correctement pris en compte par les molécules du point de contréle mitotique
a - -
’ - -

Bub1/ADN

(figure 7).

Figure 7 : Dans les cellules REF52, Bub1 se localise correctement.

Les cellules REF52 sont cultivées sur des lamelles recouvertes de poly-lysine en présence de 83 nM de
nocodazole. Les cellules ont été fixées apres 8 heures d’incubation. Les différents types de
marquages utilisés sont précisés dans la couleur de I'anticorps secondaire ou du fluorophore
correspondant. Dans les deux situations, Bub1 se localise sur les chromosomes non alignés, comme
reporté dans la littérature (Rieder, Cole et al. 1995; Taylor and McKeon 1997; Skoufias, Andreassen et
al. 2001).

Afin de savoir si le point de contrdle est activé en présence de faibles concentrations
d’inhibiteurs, nous avons vérifié que les cellules étaient ralenties ou arrétées en mesurant le
temps passé en mitose. Pour cela nous avons mesuré par cytométrie de flux I'évolution du
niveau d’antigéne MPM2 au cours de la mitose dans les cellules préalablement synchronisées en
phase S. L'antigéne MPM2 est un phospho-épitope retrouvé sur de nombreuses protéines
spécifiguement durant la mitose et qui disparait progressivement aprés la transition
métaphase/anaphase (Kuang, Zhao et al. 1989). Les résultats de ces expériences sont présentés

figure 8.
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Figure 8 : La sortie de mitose est retardée en présence d'inhibiteur.

A : Exemple de profils du marquage MPM2 dans différentes conditions.

(a)Les cellules synchronisées avec 5uM d’aphidicoline pendant 16 heures sont bloquées en phase S.
Le profil correspondant a I’ADN dessine un pic centré autour de la valeur 2N, les cellules n’ayant pas
encore dupliqué leur ADN (colone de gauche). Les cellules ne contiennent pas encore le phospho-
épitope MPM2, comme le montre la figure correspondante a droite. (b)En présence de fortes
concentrations de nocodazole (332 nM) pendant 8 heures apres lavage de I'aphidicoline, une grande
partie des cellules est tétraploide (gauche) et le signal MPM2 est trés important (droite) .Il s’agit donc
de cellules en mitose. (c) Aprés 12 heures dans 332 nM de nocodazole, les cellules restent
tétraploides (gauche) mais le phospho-épitope a disparu, preuve que les cellules ne sont plus en
mitose mais en pseudo-G1.

B : Evolution de la quantité de MPM2 dans les cellules cultivées en présence d’inhibiteur.

Les cellules REF52 ont été synchronisées en phase S avec de I'aphidicoline (5uM pendant 16 heures),
I'aphidicoline a été éliminée du milieu et les cellules ont été incubées dans du milieu contenant
différents inhibiteurs. Le graphe représente le pourcentage de cellules MPM2 positives a chaque
noint de collection des échantillons (de 4 heures a 24 heures anrés élimination de I'anhidicoline)

Les cellules incubées dans de faibles concentrations soit de nocodazole soit de

vinblastine mettent plus de temps que les cellules contréles a sortir de mitose (figure 8B). Les
cellules contrdles sortent de mitose 8 heures aprés le lavage de I'aphidicholine. Les cellules
cultivées en présence de vinblastine sortent de mitose 2 heures plus tard, et les cellules cultivées
en présence de nocodazole 4 heures plus tard. On peut observer sur le graphe que les cellules

contrbles présentent a nouveau une proportion importante de cellules en mitose 24 heures

apres rincage de I'aphidicholine, ce qui montre qu’elles ont entamé un nouveau cycle.
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Le délai observé dans la durée de la mitose permet d’avancer que le point de contréle est
probablement activé mais qu’il ne suffit pas a arréter les cellules en métaphase. Il est
particulierement intéressant de noter que malgré des défauts nombreux et variés, et bien
gu’elles disposent d’un point de controle intact, les cellules traversent les différentes étapes de
la mitose en présence d’anomalies. Ce phénotype est donc différent du mitotic slippage que I'on
observe dans le cas de cellules en présence de fortes doses de nocodazole et qui conduit a des

cellules tétraploides arrétées en pseudo G1.

Afin de savoir quelle est la proportion de cellules aneuploides obtenues selon notre
protocole, nous avons quantifié le nombre de cellules contenant des fuseaux multipolaires lors
de la mitose. Pour cela nous avons cultivé des cellules REF52 en présence soit de 83 nM de
nocodazole soit de 2,5 nM de vinblastine dans le milieu de culture, sans synchronisation
préalable. Aprées 8 heures en présence d’inhibiteur, les cellules étaient fixées et marquées

comme précédemment. Les résultats sont présentés figure 9.
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Figure 9 : Evaluation de la proportion de cellules aneuploides dans la population.

Les cellules REF52 ont été cultivées en présence de 83 nM de nocodazole ou de 2,5 nM de vinblastine
pendant 8 heures puis fixées. Les cellules en mitose ont été classées selon le nombre de pdles du
fuseau mitotique. Les cellules contenant des asters ont été considérées comme multipolaires. Ces
données représentent trois expériences indépendantes. Pour le milieu : n=272 (métaphase) et n=202
(télophase), pour la vinblastine: n=239 (métaphase) et n=201, pour le nocodazole: n=284
(métaphase) et n=198 (télophase).
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Cette expérience nous a permis d’établir qu’une proportion importante de cellules,
lorsqu’elles sont cultivées en présence de faibles concentrations d’inhibiteurs, présentent des
fuseaux multipolaires en métaphase. Tandis que les populations de REF52 cultivées dans du
milieu contiennent 7,9% de cellules ayant des fuseaux multipolaires en métaphase, les REF52
cultivées dans 83nM de nocodazole présentent des fuseaux multipolaires dans 40,6% des cas en
métaphase. Les cellules cultivées dans 2,5 nM de vinblastine présentent des fuseaux
multipolaires dans 37% des cas en métaphase. Cette différence s’accroit aprés le passage de la
métaphase a I'anaphase. La baisse des anomalies observée dans les cellules contréle est due a
un mécanisme de réparation des erreurs dans lequel les protéines MCAK et Aurora B joueraient
un réle prépondérant (Kline-Smith, Khodjakov et al. 2004; Lan, Zhang et al. 2004). En présence
de nocodazole ou de vinblastine, méme a de faibles concentrations, la dynamique des
microtubules est affectée, et il est possible que les protéines responsables de la réparation des
erreurs de liaison des kinétochores aux microtubules ne peuvent fonctionner normalement dans
ces conditions. Ainsi, non seulement les inhibiteurs empéchent la mise en place d’un fuseau de
microtubule bipolaire suffisamment dynamique, mais qui plus est, ils empéchent aussi le bon

fonctionnement des divers mécanismes de réparation des erreurs.

Ces expériences nous ont permis de déterminer que, aux doses choisies, le nocodazole et
la vinblastine nous permettent de provoquer des défauts de ségrégation des chromosomes
pendant la mitose et générent une population de cellules en phase G1 qui sont majoritairement
aneuploides. Nous avons donc pu continuer notre projet et observer le comportement de ces

cellules aneuploides, particulierement leur prolifération.

6.2 Etude de la prolifération des cellules aneuploides

Nous avons voulu savoir si les cellules traitées avec du nocodazole ou de la vinblastine

continuent de cycler apreés avoir traversé une mitose anormale.

Pour cela, nous avons utilisé a nouveau des cellules REF52. Ces cellules ont été cultivées

pendant 24 heures dans différentes concentrations de nocodazole, ce qui a permis de former
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des cellules aneuploides et tétraploides selon la concentration utilisée. Une partie de ces cellules
a été fixée, afin de pouvoir étre analysée et servir de contréle par la suite. Dans I'autre partie des
cellules, les inhibiteurs utilisés ont été éliminés par ringages successifs, puis les cellules ont été
incubées pendant 24 heures supplémentaires dans du milieu contenant 332 nM de nocodazole,

afin de synchroniser les cellules en mitose.

Si les cellules aneuploides qui forment en cytométrie ce flux un pic 2N élargi sont des
cellules qui ont la capacité de proliférer, alors elles vont dupliquer leurs chromosomes et former,
aprés les 24 heures supplémentaires en présence d’une forte dose de nocodazole, un pic 4N
probablement élargi lui aussi. Si les cellules aneuploides sont, comme les cellules tétraploides
apres mitotic slippage, bloquées en phase G1, la répartition de leur ADN ne sera pas modifiée
par I'ajout de nocodazole a forte dose. Les résultats de cette expérience sont présentés figure

10.
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Figure 10 : Les cellules REF52 aneuploides et tétraploides restent arrétées en phase G1.

Les cellules REF52 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence
de 83 nM ou de 332 nM de nocodazole pendant 24 heures (profils correspondants aux
graphes verts). Les inhibiteurs ont ensuite été éliminés par ringages successifs avec du
PBS. Les cellules ont été incubées pendant 24 heures supplémentaires dans du milieu
contenant 332 nM de nocodazole (profils correspondants aux graphes rouges). Tandis
que les cellules contréles progressent et dupliquent leur ADN, le profil des cellules
aneuploides ou tétraploides ne change pas, ce qui signifie que ces cellules ne proliferent
plus et sont arrétées en phase G1 ou pseudo-G1.
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Les résultats de cette expérience mettent clairement en évidence que la grande majorité
des cellules aneuploides obtenues par traitement avec du nocodazole ne proliferent pas (figure
10b), tout comme les cellules tétraploides aprés mitotic slippage (figure 10c). On note que les
cellules aneuploides ne répliquent pas leur ADN et qu’une grande majorité d’entre elles reste
arrétée en phase G1. Une faible partie de la population semble cependant dupliquer son ADN et

donc continue de proliférer (figure 10b).

Afin de confirmer ces résultats par un protocole expérimental différent, nous avons
observé la prolifération relative de cellules cultivées en présence de nocodazole ou de
vinblastine en mesurant l'intégration de Bromodoxyuridine, ou BrdU, dans I’ADN en cours de
réplication. Le principe de cette méthode repose sur la capacité des cellules a utiliser le BrdU, un
analogue de la thymidine, lorsqu’elles synthétisent de I’ADN. Le BrdU est incorporé a la place de
la Thymidine dans I’ADN nouvellement synthétisé, puis la présence de BrdU dans les cellules est
révélée par immunomarquage et mesurée par cytométrie de flux. Ce marquage permet
d’évaluer quelle est la proportion de cellules qui répliquent leur ADN, et donc qui sont entrées

en phase S, pendant le temps donné de I'incubation, et dans les conditions expérimentales.

Des cellules REF52 ont été cultivées en présence d’inhibiteurs de la polymérisation des
microtubules afin d’obtenir des cellules aneuploides et tétraploides. Aprés 24 heures et 48
heures en présence d’inhibiteurs, les cellules ont été mises en présence de BrdU pendant 2

heures, puis lavées et fixées. Les résultats sont présentés figure 11.

Comme le montre la figure 11, les cellules traitées avec les concentrations les plus fortes
d’inhibiteurs des microtubules cessent de proliférer des lors qu’elles sont devenues tétraploides.
En effet, les cellules tétraploides, qu’elles aient été cultivées en présence de nocodazole ou bien
de vinblastine, n’incorporent du BrdU que dans 5% des cas, quand dans le méme temps, 43%
des cellules contréles incorporent du BrdU. Si I'on observe I’échantillon correspondant aux
cellules traitées avec de fortes concentrations d’inhibiteurs mais récoltées aprées 48 heures, on
observe un pourcentage de cellules qui incorporent du BrdU encore plus faible. Il est possible
gu’un certain nombre de cellules tétraploides ne s’arrétent pas en phase G1, néanmoins une fois
gue ces cellules sont devenues polyploides (8N chromosomes apres réplication de I’ADN), on

n’observe pas d’incorporation de BrdU.
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Figure 11 : Les cellules REF52 aneuploides et tétraploides ne proliférent pas.

Les cellules REF52 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de vinblastine
(2,5 nM ou 20 nM) ou nocodazole (83 nM ou 332 nM) pendant 24 et 48 heures. Les cellules ont
ensuite été incubées pendant 2 heures supplémentaires dans les mémes milieux additionnés de
Bromo-desoxyUridine. Les cellules ont été fixées et la quantité de BrdU évaluée par immuno-
marquage et cytométrie de flux. Tandis que les cellules contréles progressent et dupliquent leur ADN,
les cellules aneuploides (vinblastine 2,5 nM ou nocodazole 83 nM) incorporent beaucoup moins de
BrdU, ce qui signifie qu’une grande partie de ces cellules ne prolifére plus et reste arrétée en phase G1
ou pseudo-G1. La baisse du taux d’incorporation de BrdU dans les cellules aneuploides apres 48
heures confirme qu’une partie des cellules qui proliféraient encore aprés 24 heures de traitement est
arrétée. Les cellules tétraploides (vinblastine 20 nM ou nocodazole 332 nM) sont trés majoritairement
arrétées en phase G1 ou pseudo-G1 aprées 24 heures de traitement. Les pourcentages de cellules ayant
intégré du BrdU pour chaque condition sont présentés dans le diagramme.
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Les cellules cultivées en présence de faibles concentrations d’inhibiteurs de la
polymérisation des microtubules progressent nettement moins que les cellules de la population
controle (cellules cultivées dans du milieu sans inhibiteur) apres 24 heures de traitement. Apres
48 heures en présence d’inhibiteur, le nombre de cellules qui progressent en phase S est deux
fois moins important qu’aprés 24 heures de traitement. Aux deux temps considérés, 24 heures
et 48 heures, les populations aneuploides proliferent toujours plus que les cellules tétraploides,

guel que soit I'inhibiteur utilisé.

La différence notable entre la prolifération des populations de cellules aneuploides et
tétraploides s’explique peut-étre par le fait que, dans le cas de fortes concentrations
d’inhibiteur, nous pouvons obtenir une trés grande majorité de cellules tétraploides tandis
gu’avec de plus faibles concentrations, toutes les cellules de la population ne sont pas touchées.
Ainsi, dans le cas de faibles concentrations d’inhibiteur, il existe toujours dans la population des

cellules ‘normales’ qui continuent de proliférer.

Ainsi, ces deux expériences nous ont permis d’évaluer que les inhibiteurs de la
polymérisation des microtubules interférent avec le cycle cellulaire, a la fois en modifiant la
mitose et en instaurant un arrét du cycle cellulaire en phase G1 qui empéche ces cellules de

proliférer.

6.3 Caractérisation du phénotype observé

6.3.1 L’arrét des cellules est dii aux anomalies de la mitose.

Nous avons tout d’abord voulu savoir si le phénotype observé était le résultat d’un
évenement lié au déroulement de la mitose ou s’il se produisait en phase G1 du fait de
I"utilisation d’inhibiteurs. Puis nous avons voulu comparer cet arrét avec d’autres arréts du cycle

cellulaire correspondant a des mécanismes de contréle connus.

A priori, le phénotype obtenu avec les cellules aneuploides semble étre la conséquence

des défauts non corrigés en mitose. Néanmoins, nous avons voulu controler que I'arrét observé
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dans le cas de faibles concentrations de drogues n’est pas di a un mécanisme de contréle
spécifique de la phase G1 et gu’il advient uniquement aprés une mitose anormale. Nous avons
aussi montré que les cellules restent arrétées en phase G1 lorsque I'on élimine les inhibiteurs

apres la mitose.

D’une part, nous avons mesuré la prolifération des cellules aneuploides via la mesure de
I'incorporation de BrdU comme précédemment, cette fois-ci en présence continue ou non
d’inhibiteur. D’autre part, les cellules REF52 ont été synchronisées en phase G1/GO via un
protocole de privation de sérum. Puis la reprise du cycle cellulaire a été stimulée par I'addition
de milieu contenant du sérum et contenant ou non des inhibiteurs des microtubules.
L'incorporation de BrdU aprés quelques heures a été mesurée. Les résultats sont présentés

figure 12.

Les résultats de la figure 12A confirment que l'arrét des cellules n’est pas dda au
nocodazole mais plutét aux anomalies qu’il induit. En effet, les cellules restent arrétées en phase
pseudo-G1 méme apres que I'on a éliminé les inhibiteurs du milieu (figure 12A, 24 heures puis
milieu). Les résultats de la figure 12B permettent de conclure que les cellules déja en phase G1
entrent en phase S de facon comparable, qu’elles soient cultivées en présence de nocodazole ou
non. Cela signifie que I'arrét des cellules observées précédemment n’est pas di a un mécanisme
spécifique de la phase G1 qui serait dépendant de la présence de nocodazole. Cela implique que

I'arrét des cellules en G1 intervient apres la mitose anormale.
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Figure 12 : L'arrét des cellules en G1 intervient aprés la mitose anormale.

(A)l'expérience de la figure 11 a été reproduite avec du nocodazole, cette fois-ci en éliminant le
nocodazole du milieu par ringages successifs (24h plus milieu) apres 24 heures d’incubation puis en
laissant les cellules dans du milieu sans inhibiteur pendant 24 heures. L'intégration de BrdU a été
mesurée et comparée a celle de cellules incubées dans du milieu contenant ou non du nocodazole
pendant 24 et 48 heures. On observe que les cellules pour lesquelles le nocodazole a été éliminé du
milieu restent arrétées en G1. L’arrét des cellules n’est donc pas di uniquement au nocodazole, mais

plut6t aux anomalies crées.

(B)Les cellules ont été synchronisées en phase G1 par privation de sérum puis stimulée par I'ajout de
milieu contenant du sérum et du nocodazole (Nocodazole 83 nM) ou pas (Milieu). Aprées 4 heures les
cellules ont été mises en présence de BrdU pendant 2 heures. Les cellules répliquent leur ADN de

facon similaire en présence de nocodazole ou pas.
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Les cellules qui deviennent tétraploides aprés mitotic slippage s’arrétent en phase G1
selon un mécanisme qui fait intervenir la protéine suppresseur de tumeur p53. Ces cellules
tétraploides surexpriment les protéines p53 et p21“°* (dont Iinduction est sous la dépendance
de p53). Nous avons voulu savoir si les cellules aneuploides arrétées en phase G1 partageaient le
méme type de profil. Pour cela nous avons évalué par western blot la quantité de protéines

p21“P* et p53 dans ces cellules. Les résultats sont présentés dans la Figure 13.

1 234567 Puits:
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Figure 13 : Les cellules REF52 aneuploides et tétraploides surexpriment p21Cip1 et p53.

Western-blots d’extraits de cellules aneuploides et tétraploides. Les cellules REF52
asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de vinblastine (2,5
nM ou 20 nM), de nocodazole (83 nM ou 332 nM) pendant 24 heures, de taxol (40 nM)
ou bien de Dihydrocytochalasine B (DCB) (10 uM). Les concentrations les plus
importantes de vinblastine et de nocodazole ainsi que la DCB a la concentration utilisée
induisent des cellules tétraploides arrétées en pseudo-G1. Les plus faibles
concentrations de nocodazole, de vinblastine ainsi que le taxol induisent des cellules
aneuploides mais pas de cellules tétraploides. La protéine Vinculine a été utilisée
comme témoin de charge. Les western-blots révelent que dans toutes les conditions ou
la mitose est perturbée par des inhibiteurs, p21Cipl et p53 sont surexprimées dans les
cellules résultantes arrétées en pseudo-G1.

Cipl

Les résultats montrent que les protéines p53 et p21 sont surabondantes dans les

cellules aneuploides, quel que soit le traitement utilisé (nocodazole, vinblastine, taxol) (figure

Cipl

13, puits 2, 4 et 6 pour la protéine p53, puits 3, 5 et 7 pour p21-"-). Les niveaux de protéines
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sont supérieurs au contréle et comparables aux niveaux de protéines obtenus dans diverses
conditions qui induisent toutes une activation du post-mitotic checkpoint, a savoir I'utilisation de
fortes concentrations d’inhibiteurs des microtubules ou de DCB (Dihydrocytochalasine B, un
inhibiteur de la polymérisation d’actine qui empéche la cytokinése dans les conditions de
I'expérience) (figure 13, puits 3, 5 et 7 pour p53, puits 4, 6 et 8 pour p21°°4).

L’existence d’un arrét du cycle cellulaire en phase G1 ou pseudo-G1, lié a la surexpression
de p21Cipl et p53 rappelle I'arrét observé lorsque les cellules entrent en sénescence, notamment
la sénescence précoce induite par différents types de stress. Les cellules sénescentes humaines
ont la particularité d’avoir une activité enzymatique de la B-galactosidase a un pH légerement
acide (pH=6) qui permet de les distinguer des autres cellules. Afin de savoir si les cellules
tétraploides et les cellules aneuploides arrétées étaient des cellules entrées en sénescence nous

avons mesuré le nombre de cellules présentant une activité B-galactosidase.

Pour vérifier notre hypothése nous avons utilisé des cellules IMR 90, des fibroblastes
humains normaux, donc non transformés. Ces cellules nous donnent des résultats analogues a
ceux obtenus avec les REF52, a savoir, elles s’arrétent en phase G1 apres traitement avec de

faibles doses d’inhibiteurs. Les résultats de ces expériences sont présentés figure 14.
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Figure 14 : Les cellules IMR90 aneuploides et tétraploides deviennent sénescentes.

A: Les cellules IMR90 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de
nocodazole (83 nM) pendant 24 heures (profils correspondants aux graphes verts). Les
inhibiteurs ont ensuite été éliminés par ringages successifs avec du PBS. Les cellules ont été
incubées pendant 24 heures supplémentaires dans du milieu contenant 332 nM de nocodazole
(profils correspondants aux graphes rouges). Tandis que les cellules contréles progressent et
dupliquent leur ADN, le profil des cellules aneuploides indique qu’elles sont arrétées en phase G1
ou pseudo-G1.

B : Les cellules IMR90 ont été cultivées dans du milieu ou en présence de nocodazole (83 nM ou
332 nM) pendant 6 jours. Les cellules ont ensuite été fixées et marquées de fagon a révéler une
éventuelle activité de I'enzyme B-Galactosidase a pH=6 selon un crible blanc/bleu. Les cellules
présentant une activité de I’enzyme au pH considéré apparaissant en bleu au microscope ont été
comptées et le pourcentage de cellules sénescentes a pu étre évalué. Pour toutes les conditions
n=150.

Les résultats de la figure 13 permettent de dire que la grande majorité des cellules soit
aneuploides soit tétraploides, présente des signes associés a la sénescence aprés plusieurs jours
de traitements. On constate que la population controle contient 15,3% de cellules sénescentes.
Ceci s’explique par le fait que les cellules IMR90 sont des cellules non transformées et pré-
sénescentes. Ainsi, cette expérience permet d’établir que les cellules tétraploides ou
aneuploides s’arrétent et entrent en sénescence. Cet arrét s’"accompagne d’une surabondance

Cipl

des protéines p21-"" et p53, comme dans certains cas de sénescence précoce (figure 13).

La sénescence précoce est le phénotype de cellules qui ont subi des stress, tel des
dommages a I’ADN. Compte tenu des défauts observés par microscopie précédemment, il ne
semble pas que I'on observe de ponts chromosomiques dans le cadre de nos expériences (figure

3 a 6). Nous avons néanmoins voulu vérifier que les cellules cultivées dans de faibles doses de
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nocodazole n’étaient pas sujettes a des dommages a I’ADN. Pour cela, nous avons mesuré le
niveau de phosphorylation de la protéine H2AX, un variant d’histone dont la forme
phosphorylée y-H2AX s’accumule au niveau des coupures des brins d’ADN et intervient ainsi
dans la signalisation permettant la mise en place des systemes de réparation en cas de
dommages. La doxorubicine et VP-16 ont été utilisés dans les controles positifs du fait de leur
capacité a induire des dommages a I’ADN. La doxorubicine et VP-16 sont des inhibiteurs de la

Topoisomerase Il. Les résultats sont présentés figure 15.
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Figure 15 : Les cellules REF52 n'ont pas de dommages a I'ADN.

(A)Western blot d’extraits de cellules REF52 cultivées dans du milieu (1), 83 nM de nocodazole (2), ou
bien 0,1 ug/ml de doxorubicine (3) qui induit des coupures double brin de I’ADN. L’anticorps utilisé
reconnait le variant d’histone yH2AX.

(B)Les cellules REF52 ont été incubées dans 83 nM de nocodazole (low noc) pendant 24 heures ou en
présence de VP-16 (contréle positf pour les dommages a I’ADN), puis fixées et marquées par I'anticorps
reconnaissant yH2AX. Dans les cellules traitées avec VP-16, yH2AX se localise dans le noyau sous forme
d’agrégats. Cette localisation n’est pas observée ni dans le cas de cellules cultivées dans du milieu
(control), ni dans les cellules aneuploides. La quantification par comptage des photons confirme ce
résultat.

Ces expériences n’ont pas montré la présence de dommages a I’ADN dans les cellules
aneuploides. L’absence de signal significatif a la fois par western blot et par quantification des
photons nous permet d’affirmer que les cellules aneuploides n’ont pas de dommages a I’ADN

décelables ou suffisants pour induire une réponse cellulaire impliquant yH2AX.
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6.3.2 Le contournement de cet arrét nécessite I'inhibition de p53 et de pRb

Le role de la protéine kinase p38MAPK dans I'induction de sénescence aprés différents
types de stress dont les dommages a I’ADN et le stress osmotique est déja bien connu (Han and
Sun 2007). p38MAPK est activée par phosphorylation sur les sites Thréonine 180 et Tyrosine 182.
p38MAPK est aussi activée en mitose en présence de concentrations de nocodazole conduisant a
la dépolymérisation des microtubules et I'activation du point de contréle mitotique (Takenaka,

Moriguchi et al. 1998; Mikhailov, Shinohara et al. 2005).

Nous avons donc voulu savoir si la protéine p38MAPK joue un rble dans l'arrét des
cellules aneuploides. Tout d’abord, nous avons cherché a savoir si la kinase p38MAPK était
effectivement active dans les cellules aneuploides et tétraploides apres traitement avec du
nocodazole. Pour cela nous avons évalué la présence de p38MAPK phosphorylée par western
blot dans des extraits cellulaires correspondant aux conditions mises au point précédemment,

les résultats sont présentés figure 16.

Les résultats de cette expérience permettent d’envisager une implication de p38MAPK
dans I'arrét des cellules aneuploides. En effet, dans les extraits que nous observons en western
blot, la protéine p38 MAPK est phosphorylée sur au moins un des deux sites induisant son
activation, ce qui laisse penser que la kinase est alors active. Les échantillons du western blot
correspondent aux conditions vues au début de ce chapitre dans lesquelles les cellules étaient
tétraploides ou aneuploides et en phase G1. Dans l'extrait correspondant aux cellules non
traitées, la quantité de p38MAPK phosphorylée est a peine décelable. Nous en avons donc
déduit que dans la population de cellules aneuploides arrétées en phase G1, p38MAPK est

active.
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Figure 16 : p38MAPK est activée dans les extraits de cellules aneuploides et tétraploides.

Western-blot d’extraits de REF52 traitées de fagon a obtenir des cellules aneuploides et tétraploides.
La Vinculine a été utilisée comme témoin de charge. L’anticorps utilisé pour reconnait la protéine
p38MAPK phosphorylée au niveau des résidus thréonine 180 et/ou tyrosine 182. Dans les extraits de
cellules aneuploides ou tétraploides la protéine p38MAPK est phosphorylée et donc activée. Cette
activation est moins importante que celle obtenue via exposition a des UV de type C (puit 4), mais
plus importante que dans la population contréle (puit 1).

Dans la mesure ol nous n’avons pas décelé de dommages a I’ADN plus important dans
les cellules aneuploides que dans la population de cellules non traitées, nous avons fait
I’hypothése que p38MAPK était activée par le nocodazole pendant la mitose anormale. Afin de
vérifier cette hypothése nous avons suivit par western blot le niveau de phosphorylation de
p38MAPK dans des extraits de cellules REF52 synchronisées en phase S puis relachées et

cultivées avec ou sans nocodazole. Les résultats de cette expérience sont présentés figure 17.

En observant les deux western-blots on s’apercoit que dés le début de I'expérience, au
point correspondant a 3 heures (puit 3), les cellules avec ou sans nocodazole contiennent déja
une certaine quantité de p38MAPK phosphorylée. On constate que le niveau de phosphorylation
de p38MAPK diminue (figure 17, puits 5 et 6 pour les cellules contréles, 4 et 5 pour le
nocodazole), puis remonte a nouveau par la suite, ce qui serait compatible avec le réle
récemment publié de p38MAPK dans la transition phase G2/mitose et dans le déroulement de la
mitose méme en absence de stress (Cha, Wang et al. 2007). L’analyse du niveau de Cycline B
dans les différents extraits met en évidence un certain délai de sortie de mitose pour les cellules
cultivées en présence de nocodazole (figure 17, puits 10 et 12). Cette information, avec les
expériences précédentes (présentées figure 8), nous permet de confirmer que dans le cadre de

nos expériences le point de contréle mitotique est activé.
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Figure 17 : p38MAPK est activée en sortie de mitose anormale.

Western-blot d’extraits de REF52 traitées de fagon a obtenir des cellules aneuploides. Les cellules REF52
ont été synchronisées en phase S par I'utilisation d’aphidicholine puis relachées dans du milieu contenant
ou non du nocodazole. Les numéros des puits correspondent aux heures passées depuis I’élimination de
I"aphidicholine du milieu par rincages successifs avec du PBS. La Vinculine a été utilisée comme témoin de
charge. La Cycline B permet d’indiquer la transition anaphase/télophase et le début de la sortie de mitose.
L’anticorps utilisé pour I'immunodétection de phospho-p38MAPK est le méme que précédemment. On
note que p38MAPK est fortement activée aprés la sortie de mitose dans le cas des cellules en présence de

nocodazole.

On constate par ailleurss que, si la protéine p38 MAPK est activée pendant la mitose dans
les deux conditions de I'expérience, dans le cas des cellules cultivées dans du milieu sans
nocodazole, la protéine est déphosphorylée lors de la sortie de la mitose. La baisse du niveau de
p38MAPK phosphorylée, qui peut étre le fait soit d’'une phosphatase soit de I'inhibition d’une
kinase, correspond dans le temps a la baisse de Cycline B. Dans le cas des cellules cultivées en
présence de nocodazole on note que le niveau de phospho-p38MAPK semble baisser en sortie
de mitose dans un premier temps, mais qu’il remonte rapidement et reste élevé alors que le

niveau de la Cycline B diminue (figure 17, nocodazole, puits 12 et 14).

Ainsi, I'activation de p38MAPK visible dans nos extraits précédents (figure 16) semble
étre le résultat d’'une activation qui interviendrait pendant la transition vers la phase G1 ou en

début de phase G1.

La sénescence précoce apres dommages a I’ADN est dépendante de p38MAPK et de la

voie de la protéine p53. Lorsque p38MAPK est inhibée par I‘ajout d’un inhibiteur chimique, le
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SB203580, les cellules exposées a des dommages a I’ADN se révelent incapables de s’arréter et

d’entrer en sénescence.

Pour savoir si I'arrét que nous observons avec les cellules aneuploides dépend de la
protéine p38MAPK et de la voie de p53, nous avons commencé par inhiber p38MAPK avec
SB203580, en suivant les conditions établies précédemment (Takenaka, Moriguchi et al. 1998).
Pour cette expérience nous avons utilisé les concentrations d’inhibiteur utilisées par d’autres
équipes qui travaillaient aussi avec des cellules de rat et notamment des REF52 (Kukushkin,
Abramova et al. 2002). Les résultats sont présentés figure 18. Les résultats de cette expérience
nous ont permis de conclure que la protéine p38MAPK n’est pas responsable de |'arrét observé.
En effet nous n’observons pas de différence entre les cellules traitées avec l'inhibiteur et les
autres. L'activation de p38MAPK pourrait étre une conséquence de la signalisation aboutissant a

I’arrét des cellules.
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Figure 18 : L'inhibition de p38MAPK est insuffisante pour contourner I'arrét en G1.

Cipl

expériences sont présentés figure 19.
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Les cellules REF52 ont été synchronisées en phase S avec de I"aphidicoline, puis relachées dans du
milieu. Apres une heure, le milieu des cellules a été changé pour du milieu contenant I'inhibiteur de
p38MAPK (série SB 203580, 25 uM) ou non (contréle). Aprés deux heures de pré-incubation avec
Iinhibiteur, le milieu des cellules a été changé pour du milieu contenant les concentrations de
nocodazole indiquées sur le schéma et du SB 203580 (25 uM)) ou pas (contréle) (profils en vert).
Aprés 24 heures, les cellules ont été rincées et incubées dans du milieu contenant 332 nM de
nocodazole mais pas de SB 203580 (pour les deux séries, profils en rouge). On n’observe pas de
différence entre les différentes conditions d’inhibition de p38MAPK.

Nous avons voulu savoir si la voie de p53 est impliquée dans |'arrét que nous observons.
Nous avons utilisé des cellules REF52-p53DD, c'est-a-dire des cellules REF52 surexprimant la
protéine p53DD, un mutant dominant négatif de p53. p53DD est une forme tronquée de p53 qui
possede la séquence d’oligomérisation de p53 mais pas celle correspondant a la fonction de
facteur de translation (Gottlieb, Haffner et al. 1994). p53DD recrute et séquestre la protéine p53
endogene par oligomérisation et empéche sa fonction d’activateur de la transcription et donc la
. Les cellules REF52-p53DD ont permis de montrer que I'arrét en G1 des
cellules tétraploides dépend en partie de la protéine p53 (Andreassen, Lohez et al. 2001). Nous

avons donc répété les expériences menées précédemment avec ces cellules. Les résultats de ces
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Figure 19 : Les cellules REF52-p53DD aneuploides restent arrétées en phase G1 tandis que les REF52-p53DD tétraploides
progressent en phase S.

Les cellules REF5-p53D2 asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de 83 nM
ou 332 nM de nocodazole pendant 24 heures (profils correspondants aux graphes verts). Les inhibiteurs
ont ensuite été éliminés par ringages successifs avec du PBS. Les cellules sont été incubées pendant 24
heures supplémentaires dans du milieu contenant 332 nM de nocodazole (profils correspondants aux
graphes rouges). Tandis que les cellules contréles progressent et dupliquent leur ADN, le profil des
cellules aneuploides ne change pas, ce qui signifie que ces cellules ne proliferent plus et sont arrétées en
phase G1 ou pseudo-G1. Les cellules tétraploides progressent et deviennent polyploides

D’aprés nos résultats, bien que la protéine p38MAPK soit phosphorylée et donc activée
dans les cellules aneuploides, et bien que les protéines p21Cipl et p53 soient surexprimées et
stabilisées, ni I'inhibition de p38MAPK ni I'inhibition de la fonction de facteur de transcription de
p53 ne permettent de contourner I'arrét en G1. Effectivement, le comportement des cellules
REF52-p53DD aneuploides (figure 19B) est comparable a celui des cellules REF52 présentées
dans les figures précédentes (figure 10B). On peut noter que comme pour les REF52, les REF52-

p53DD aneuploides restent majoritairement arrétées en phase G1.

Nous avons envisagé qu’une autre voie que celle de p53 puisse étre impliquée dans
I'arrét des cellules aneuploides en G1. La protéine pRb est une protéine qui a un role central
dans la régulation de la phase G1 et qui est, comme p53, mutée dans un grand nombre de
cancers. Nous avons fait I'hypothése que si a la fois p53 et pRb étaient inhibées, les cellules

aneuploides pourraient étre en mesure de proliférer malgré leurs défauts.

117



Nous avons donc observé le comportement de cellules TAG, des cellules REF52
transformées par l'antigene grand T du virus SV40, dans les mémes conditions que
précédemment, a savoir en présence de fortes et faibles concentrations de nocodazole.
L'antigéne grand T de SV40 a la propriété de se lier a p53 et aux protéines de la famille des
pockets protéines a laquelle appartient pRb (Ahuja, Saenz-Robles et al. 2005). Cette liaison
empéche le recrutement de p53 au niveau des promoteurs que cette protéine active
habituellement, et en méme temps inhibe la liaison de pRb aux facteurs de transcriptions E2F.

Pl nest pas surexprimée et ne peut

Cela a donc deux effets pour la cellule : d’'une part p21
contribuer a arréter le cycle cellulaire en G1 et, d’autre part, pRb n’est pas en mesure d’inhiber
la transcription des genes nécessaires au passage en phase S. Les résultats de cette expérience

sont présentés dans la figure 20.

Ces résultats nous permettent de voir que, en I'absence de p53 et pRb fonctionnelles, les
cellules aneuploides ne restent pas arrétées en phase G1 mais au contraire continuent de cycler
(figure 20B). Lorsque ces cellules aneuploides sont cultivées en présence de 332 nM de
nocodazole, elles s"accumulent pour former un pic correspondant a 4N chromosomes et méme
8N chromosomes. Ce dernier pic correspond a des cellules aneuploides qui ont répliqué leur
ADN deux fois, ceci étant di a I'absence de contrdle en G1 susceptible d’arréter des cellules
aneuploides ou méme tétraploides. Il est possible que la présence de cellules avec 8N
chromosomes apres seulement 24 heures dans du milieu contenant 332 nM de nocodazole soit

due au fait que les TAG ont un cycle cellulaire plus rapide que les cellules non transformées.
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Figure 20 : L'antigene grand T de SV40 permet de contourner I'arrét des cellules aneuploides.

Les cellules TAG (REF52 transformées via I'antigene grand T de SV40) asynchrones ont été cultivées
dans du milieu normal ou en présence de 83 nM ou 332 nM de nocodazole pendant 24 heures
(profils correspondants aux graphes verts). Les inhibiteurs ont ensuite été éliminés par rincages
successifs avec du PBS. Les cellules sont été incubées pendant 24 heures supplémentaires dans du
milieu contenant 332 nM de nocodazole (profils correspondants aux graphes rouges). Les cellules
transformées ont perdu les mécanismes de contréle de la prolifération induits par I'aneuploidie et la

tétraploidie.

L'entrée en sénescence dépendant de pRb s’accompagne de I'élévation de la quantité de
protéine p27“*!, un inhibiteur des complexes Cycline-Cdk (Alexander and Hinds 2001). p27"**
pourrait étre nécessaire a |’établissement ou au maintient de la sénescence. Par ailleurss, la
protéine pRb est directement impliquée dans la régulation de la dégradation de p27"**
(Santamaria and Pagano 2007).Dans la mesure ou l'arrét des cellules aneuploides peut-étre
empéché dans les cellules REF52-TAG par I'inhibition de p53 et pRB conjointement, nous avons
voulu savoir si a la fois p21Cipl et p27Kipl étaient surexprimés dans ces cellules. Les résultats de

cette expérience sont présentés figure 21.
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Figure 21 : Les cellules REF52 aneuploides surexpriment p21Cip1 et p27Kip1.

Western-blots d’extraits de cellules aneuploides et tétraploides. Les cellules REF52 asynchrones ont
été cultivées dans du milieu normal ou en présence de nocodazole (83 nM et 332 nM) pendant 24 et
36 heures. La doxorubicine a été utilisé pour induire des dommages a I’ADN (contréle positif pour
p21Cip !). Uinhibition de contact a été utilisée comme contréle positif pour p27Kip I Le marquage de la
protéine Vinculine a été utilisée comme témoin de charge.

La protéine p21c'p1 est surexprimée a la fois dans I'arrét des cellules aneuploides et dans

I'arrét des cellules tétraploides, ce qui confirme les résultats précédents (figure 21, puits 2, 3 et 4

pour p21°PY). On note que la quantité de p21“** augmente dans les cellules aneuploides entre

24 heures et 36 heures, ce qui pourrait étre di a la mise en place progressive de la sénescence
des cellules de cette population. Ce résultat est a rapprocher de I'expérience d’incorporation de
BrdU qui nous a permis de voir que le nombre de cellules arrétées augmente encore apres 24

Kipl

heures de traitement (figure 11). L’'analyse du niveau de protéine p27""" montre que les cellules

REF52 contiennent déja un niveau de protéine décelable en western blot en I'absence de

ipl \ .
KiP1 augmente seulement aprés 36 heures de traitement et seulement

stimulus particulier. p27
dans les cellules aneuploides. Il est possible que [’élévation tardive de cette protéine
corresponde a la mise en place de la sénescence et soit la conséquence de la régulation de sa

dégradation par pRb.
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Nous avons voulu comparer les niveaux des protéines p21c”°‘1 et p27Kipl dans ces méme
conditions entre les cellules REF52 et les cellules TAG, qui ne s’arrétent pas en phase G1. Les

résultats de cette expérience sont présentés figure 22.
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Figure 22 : Comparaison entre les cellules aneuploides et tétraploides REF52 et TAG.

Western-blots d’extraits de cellules REF52 et TAG aneuploides et tétraploides apres traitement avec
du nocodazole. Les cellules asynchrones ont été cultivées dans du milieu normal ou en présence de
nocodazole (83 nM ou 332 nM)) pendant 24 heures.

Les résultats de la figure 22 nous montrent que p21“** et p27** de sont que trés peu
exprimées dans les cellules TAG, méme en présence de nocodazole. Ainsi, le contournement de
I'arrét des cellules aneuploides par les cellules TAG se produit en I'absence de p21“*! et de
p27Kip1. Ces deux protéines sont des inhibiteurs de I'activité des Cyclines—Cdk en phase G1, donc
des effecteurs directs des mécanismes de controle permettant aux cellules de rester arrétées
apres la mitose. Dans le cas des cellules TAG, on peut voir que le nocodazole a faible ou forte

concentration, induit une stabilisation de p53 (figure 22, TAG, puits 2 et 3). Cette stabilisation ne

Cipl

se traduit pas par une augmentation de p21-"-, a cause de la présence de I'antigéne grand T. Par

Kipl

ailleurss, pRb régule I'accumulation de p27""" en phase G1 en se liant directement a Cdh1l

(Santamaria and Pagano 2007). Dans le cas de cellules transformées par I'antigéne grand T, cette

Kipl

liaison est empéchée, ce qui pourrait expliquer que la régulation de p27""" est modifiée.
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Conclusion et perspectives
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7 Conclusions et perspectives

7.1 Conclusion

Dans cette étude, nous avons mis en évidence |'existence d’'un mécanisme d’arrét du
cycle cellulaire en phase G1 dans les cellules primaires de mammiféres traitées avec de faibles

concentrations d’inhibiteurs des microtubules, la vinblastine et le nocodazole.

Cet arrét se produit uniquement aprés que les cellules ont traversé la mitose en
présence de ces inhibiteurs. L'utilisation de faibles concentrations, soit de nocodazole, soit de
vinblastine, dans le milieu de culture induit des défauts de mise en place du fuseau mitotique et
de positionnement des chromosomes. Ces défauts, bien qu’ils activent le point de contréle
mitotique et provoquent un délai de la sortie de mitose des cellules, ne permettent pas un arrét
complet des cellules en métaphase. Malgré les anomalies, les cellules sont capables d’entrer en
anaphase, et elles procedent ensuite jusqu’a la cytokinése. La population résultant de tels

traitements est constituée pour la plupart de cellules aneuploides.

L'arrét des cellules aneuploides se caractérise par une surabondance des protéines p53,
p21°Pt et p27"*! ainsi qu’une activation de la protéine p38MAPK. Par ailleurss, les cellules
traitées avec de faibles ou de fortes concentrations d’inhibiteurs des microtubules présentent
une activité de I'’enzyme B-galactosidase apres plusieurs jours de traitement, un phénotype qui

accompagne la sénescence réplicative ou la sénescence précoce.

L'inhibition de p53 par un dominant négatif (p53DD) ne modifie par I'arrét des cellules
aneuploides. L’arrét en G1 du post-mitotic checkpoint, tout comme le point de contréle di aux
dommages a I’ADN et la sénescence précoce qu’il induit, dépendent de p53 et sont contournés
lorsque p53 est inhibée ou mutée. Par ailleurss, nous avons trouvé que l'arrét des cellules
aneuploides est indépendant de la réponse aux dommages a I’ADN. L'arrét des cellules
aneuploides est donc différent a la fois du post-mitotic checkpoint et de I'arrét en G1 apres
dommages a ’ADN et semble impliquer une ou plusieurs voies de signalisation autres que la voie

de p53.
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Lorsque les cellules sont transformées par I'antigene grand T de SV40, elles perdent leur
capacité a s’arréter aprés une mitose défectueuse. L’antigéne grand T de SV40 transforme les
cellules en liant p53 et les protéines de la famille des pockets protéines (pRb, p103, p107), ce qui
a pour effet d’inhiber leur activité d’inhibiteurs de la transcription. Il est donc possible que pRb,
p130 ou p107 soient responsables de I'arrét des cellules aneuploides. Il est possible aussi que

I'activité synergique de p53 et de pRb soit nécessaire a cet arrét.

Au début de ce projet, nous avions posé la question de savoir si la prolifération des
cellules aneuploides est régulée. Pendant la durée de ma these, d’autres laboratoires se sont
attachés a répondre eux aussi a cette question, en employant des méthodes similaires aux
nétres ou bien au contraire en suivant des modeles différents. On peut discerner deux

approches du probleme de I'aneuploidie et de I'instabilité chromosomique.

La premiére approche est une approche pharmacologique qui consiste a utiliser des
inhibiteurs des microtubules pour créer des défauts en mitose. C'est 'approche que nous avons
choisie. Elle a pour fondement la découverte par Cimini et al. que les techniques de
synchronisation des cellules en culture cellulaire utilisant le nocodazole induisent une
augmentation des anomalies de ségrégation des chromosomes et conduisent a des cellules
aneuploides (Cimini, Howell et al. 2001). En incubant les cellules pendant 3 heures dans du
nocodazole puis en éliminant linhibiteur, Cimini et Al ont observé que le nombre de
chromosomes non alignés augmentait de 1,1% a 17%, de plus la plupart des défauts créés
correspondent a des chromosomes mérotéliques. Cette technique a été utilisée récemment par
Duane Compton dans une publication consacrée a la relation entre aneuploidie et instabilité
chromosomique (Thompson and Compton 2008). L'équipe de Duane Compton a observé le
comportement de plusieurs lignées cellulaires issues de cancers soumises a plusieurs stress
mitotiques successifs (fortes doses de nocodazole suivis de I’élimination de l'inhibiteur) et
comparé les lignées dont le caryotype est stable et celles dont le caryotype est instable (les
cellules de type CIN). Leur conclusion est que dans les lignées CIN, lorsque I'aneuploidie est
provoquée par lI'augmentation de chromosomes mérotéliques, un mécanisme existe qui induit
une augmentation de la variation du caryotype, le phénotype méme de [Iinstabilité

chromosomique, a partir de ces erreurs. Lorsque la méme méthode est utilisée sur des lignées
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dont le caryotype est stable, les erreurs causées par les chromosomes mérotéliques créent des
cellules aneuploides, mais cette aneuploidie ne se transforme pas en instabilité chromosomique.
Les cellules de ces lignées stables (non CIN) devenues aneuploides ont une prolifération ralentie
et aprés quelques passages, la population retrouve le niveau de variation du caryotype des
cellules d’origine, ce qui signifie que les cellules aneuploides non seulement ne créent pas

d’instabilité chromosomique, mais aussi qu’elles ne proliférent pas et tendent a disparaitre.

Une autre approche de la question du réle de I'aneuploidie consiste a amplifier les
erreurs de ségrégation en diminuant I'efficacité du point de contréle mitotique. Cela peut étre
réalisé par des délétions des protéines du point de controle mitotique. Cette approche a été
choisie notamment par Don Cleveland, qui a utilisé des souris mutées pour CENP-E, une protéine
impliquée dans le point de contréle mitotique (Weaver, Silk et al. 2007). Les souris CENP-E+/- ne
développent pas de tumeurs, sauf si la délétion est associée a une transformation par I'antigéne
grand T de SV40. Par contre, dans le cas de souris CENP-E+/-, p19ARF-/-, les résultats sont
mixtes : les souris sont capables de développer des tumeurs dans les seuls cas ou les cellules
greffées étaient issues de cultures en agar mou ayant réussi a former des colonies. Il est
envisageable que ces tumeurs aient pu progresser grace a des mutations supplémentaires
facilitées par I'absence de p19ARF, une protéine qui permet la régulation de p53. Ainsi,
I'aneuploidie seule n’a pas de propriété transformante, mais, en association avec des
modifications des mécanismes de contréle du cycle cellulaire, elle permet de promouvoir
I'instabilité chromosomique. D’autres études impliquant des protéines du point de contréle
mitotique ont été publiées. Le travail de I'équipe de Jan van Deursen sur les protéines BubR1,
Bub3 et Rae, est trés instructif. Dans le cas de souris BubR1 +/-, le phénotype observé est celui
d’animaux présentant des signes de vieillissement et de sénescence cellulaire précoce dans
certains tissus (Baker, Jeganathan et al. 2004). Fait intéressant, ce phénotype est exacerbé par
I'inactivation de p19Arf et diminué par 'inactivation de p16Ink4 (Baker, Perez-Terzic et al. 2008).
Ces données laissent penser que la voie pRb/p16Ink4 pourrait étre responsable de la sénescence
gue nous observons. Il est intéressant de noter que les souris Bub3+/- ,Rae+/- présentent elles
aussi des signes de vieillissement précoce et de sénescence au niveau cellulaire, tandis que les

animaux ayant une seule modification (soit Bub3+/-, soit Rae+/-) (Baker, Jeganathan et al. 2006).
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Nous proposons, a la lumiére de nos résultats, que les cellules ont un mécanisme qui
permet d’empécher la prolifération des cellules aneuploides en induisant la sénescence de
celles-ci. Ce mécanisme permet d’éliminer les cellules anormales et donc de conserver une
population homogene. Il est probable que les cellules de type CIN, dont le caryotype varie
rapidement apres traitement au nocodazole, ont perdu cette capacité de régulation, tandis que
les cellules de type MIN I'ont conservé. On peut faire I’hypothése que I'aneuploidie ne permet
de développer l'instabilité chromosomique que dans le cas ou les cellules ont préalablement

subies des mutations qui empéchent I'arrét du cycle cellulaire et la sénescence.

Les résultats que nous avons obtenus nous permettent d’envisager plusieurs voies
importantes pour la poursuite de ce projet. Certains points restent a éclaircir pour comprendre
I'arrét des cellules aneuploides. Le premier point est celui de la signalisation qui est nécessaire a
I'arrét des cellules aneuploides. Il parait important de clarifier le role de p53 et de pRb, et de
savoir quelle est 'importance relative de chacune de ces deux voies, ainsi que le role de p21**
et de p27Kip1. Le deuxiéme point est celui de I'activation du point de contréle mitotique et du
délai de sortie de mitose qu’elle induit. Il serait intéressant de savoir si cette activation joue un
role dans la mise en place d’une réponse cellulaire post-mitotique. Enfin, le troisieme point est
celui des mécanismes permettant d’échapper au point de contréle mitotique en présence
d’anomalies. Il serait intéressant de savoir quelles sont les conditions biochimiques dans
lesquelles les cellules sortent de mitose afin de savoir s'il s’agit d’'une adaptation, d’une lacune
ou d’une régulation physiologique du point de contréle mitotique. Il serait important par la suite
de déterminer si les conditions de la sortie de mitose en cas d’anomalies joue un role dans la

réponse cellulaire post-mitotique. Ces deux derniers points sont discutés dans les chapitres

suivants.

7.2 L'importance des différents stress et point de contrdle dans nos
résultats

Il est possible que le phénotype que nous observons soit le résultat de I'activation de
voies de signalisation activées par des dommages ou des stress. Dans le cadre de I'approche
pharmacologique, les cellules aneuploides sont des cellules qui ont subi un stress et un arrét en
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mitose susceptible d’activer la réponse cellulaire post-mitotique observée. Chez les mammiféres
supérieurs, les inhibiteurs des microtubules activent deux points de controle, le point de
controle de I'antéphase et le point de contréle mitotique (Scolnick and Halazonetis 2000;

Mikhailov, Shinohara et al. 2005; Musacchio and Salmon 2007).

Il est possible que I'activation du point de contréle mitotique et le délai de sortie de
mitose aient un rdle dans I'arrét des cellules aneuploides. En effet, 'importance du point de
contréle mitotique dans I'arrét en G1 dd au post-mitotic checkpoint aprés traitement avec du
nocodazole est déja connu (Vogel, Kienitz et al. 2004). Il a été publié que le point de contréle
mitotique est important pour la stabilisation de p53 nécessaire au post-mitotic checkpoint. p53
est phosphorylée dans les cellules tétraploides aprés traitement au nocodazole, et cette
phosphorylation semble étre dépendante en particulier de la protéine BubR1 (Ha, Baek et al.
2007). Il a été suggéré que le délai observé par les cellules en mitose dans le cas de I’activation
du point de contréle est important pour la réponse post-mitotique de ces cellules (Blagosklonny
2006). Le point de contréle mitotique et le délai de sortie de mitose subi par les cellules est aussi
nécessaire au déclenchement de I'apoptose dans les lignées cellulaires qui y sont sujettes (Taylor
and McKeon 1997). L'activation du point de contréle mitotique dans le cas de nos expériences et
des cellules aneuploides pourrait jouer un réle indirectement en créant un arrét ou un délai en

mitose susceptible de créer un stress.

Le point de contréle de I'antéphase, un point de contréle du cycle cellulaire sensible aux
inhibiteurs des microtubules qui nécessite a la fois la protéine Chfr et I'activation de p38MAPK
(Scolnick and Halazonetis 2000; Mikhailov, Shinohara et al. 2005), induit un retard de I’entrée en
mitose, voire un arrét en phase G2, des cellules. On ignore cependant s’il existe, comme pour le
point de contrdle mitotique, une réponse cellulaire post-mitotique a ce point de contréle
lorsqu’il est activé. |l serait intéressant de savoir, dans le cadre de nos expériences, si ce point de

controble est activé et s’il joue un réle dans la réponse cellulaire des cellules aneuploides.

7.3 L’adaptation ou le « slippage » et la réponse cellulaire.
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Le protocole que nous avons utilisé pour générer des cellules aneuploides induit une
activation du point de contréle mitotique. Les cellules progressent néanmoins en anaphase sans
avoir réparé leurs erreurs. Une explication pourrait étre que les cellules échappent au point de
controle. Lorsque les cellules sont cultivées en présence de fortes concentrations de
nocodazole, elles restent arrétées en mitose puis finissent par sortir de mitose sans avoir séparé
leurs chromosomes. Ce phénomeéne, le mitotic slippage a été décrit et il ne dépend pas d’un
phénomeéne d’adaptation (Rieder and Maiato 2004; Brito and Rieder 2006). Il se produit par une
dégradation de la Cycline B, et ce alors que les protéines du point de contréle mitotique restent
localisées au niveau des kinétochores, et donc a priori actives. Ce phénomeéne s’accompagne
aussi de modification du métabolisme des cellules. En effet, au cours d’'une mitose normale, la
transition métaphase/anaphase marque le moment du début de I'activité du complexe APC/C-
Cdhl1 qui permet la dégradation d’un grand nombre de protéines mitotiques. Dans le cas du
mitotic slippage, certaines protéines cibles de APC/C-Cdhl ne sont pas dégradées dans les
cellules tétraploides arrétées en G1 alors qu’elles le sont dans des cellules ayant suivi une mitose
normale (Brito and Rieder 2006). D’autres études ont montré que les cellules tétraploides
arrétées sont dans une phase biochimiquement distincte de la phase G1 classique (Mantel, Guo
et al. 2008). L'ordre dans lequel les protéines sont ciblées par I'ubiquitine ligase APC/C et leur
dégradation sont finement régulés (Lindon and Pines 2004). La question reste entiére de savoir
dans quelle mesure la modification biochimique apres mitotic slippage intervient dans I'arrét des
cellules tétraploides. En ce qui concerne les cellules aneuploides, il serait intéressant de savoir si
la fagon dont elles échappent ou bien s’adaptent au point de contréle se traduit aussi par une
modification de leur métabolisme, notamment par une modification de la régulation de la
dégradation des protéines, et si cette modification joue un réle dans I'arrét post-mitotique et la

sénescence qui I'accompagne.
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8 Matériel

8.1 Lignées cellulaires utilisées
Pour mes travaux j'ai utilisé les lignées cellulaires décrites dans les paragraphes suivant.

REF52

Les cellules REF52 sont des cellules embryonnaires de rat. Ces cellules sont des cellules
primaires de type fibroblaste, non transformées ou immortalisées. Elles sont maintenues en
culture jusqu’a 60 passages, a partir de quand elles commencent a devenir sénescentes. Dans le
cadre de mon travail, j'ai utilisé ces cellules a des passages inferieurs a 30. Les REF52 sont

cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum foetal bovin (10 % v/v final).

GPEX

Les GPEX sont des cellules d’empaquetage de rétrovirus humains fournies par M. Oren
(Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israél). Ces cellules ont intégré de faaon stable dans
leur génome les génes viraux gag, pol, env et permettent 'empaquetage de virions défectifs
pour la multiplication. Ces cellules produisent des virions LXSN- p53DD exprimant le gene de
résistance a la néomycine ainsi au’une forme mutée de la protéine p53, p53DD. P53DD est un
dominant négatif de p53 qui ne comprend que la sequence d’oligomérisation de la protéine. P53
et p53DD forment des oligomeres incapables d’activer la transcription des genes. Les cellules
GPEX sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum foetal bovin (10 % v/v

final) et contenant du G418 (généticine) a 200 uM.

REF52-p53DD

Les cellules REF52-p53DD sont des cellules REF52 infectées par le virus murin LXSN-
p53DD. Les REF52-p53DD sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum
foetal bovin (10 % v/v final) et contenant du G418 (généticine) a 200 puM.

TAG

Les cellules TAG sont des cellules REF52 qui ont été transformées par I'antigéne grand T

de SV40 (Simian Vacuolating Virus 40 TAg). L’antigéne grand T de SV40 interagit avec les
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fonctions des protéines p53 et pRb dites protéines suppresseur de tumeur. Les TAG sont

cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum feetal bovin (10 % v/v final).

IMR90

Les cellules IMR90 sont des fibroblastes humains primaires issus du poumon d’un
embryon normal de 16 semaines. Les cellules que j'ai utilisé ont été obtenue de I'ATCC
(American Type Culture Collection) Ces cellules sont maintenues en cultures jusqu’a environ 60
passages, a partir de quand elles commencent a devenir sénescentes, dans le cadre de ma
recherche j’ai utilisé des cellules dont le nombre de passages était toujours inferieur a 30. Les
IMR 90 sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec du sérum foetal bovin (10

pourcent v/v final).

8.2 Anticorps utilisés
8.2.1 Anticorps primaires

Les anticorps primaires que j’ai utilisés sont décrits dans le tableau suivant.

isoforme ou amino acid de la protéine numero du origine
reconnue clone/nom
de
I'anticorps
BrDU reconnaft la molécule de Bu20a DakoCytomation

Bromodeoxyuridine

Bubl reconnaft I'hnomologue humain de la 14H5 Sigma
protéine Bub1l

Cyclin B1 reconnait I'homologue humain et Upstate
faiblement I'homologue souris de la
protéine CyclineB1

Phospho Histone H2AX reconnait I' homologue humain de la JBW301 Upstate
protéine Histone H3 phosphorylée sur la
Serine 139
MPM2 reconnait un epitope phosphorylé retrouvé Upstate

sur plusieurs protéines phosphorylées en
début de mitose.
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p21Cipl reconnait les homologues humain, souris sx118 BD Pharmingen
et rat de la protéine p21/ Cip1l/ Wafl

p27 Pt reconnait les homologues humain, souris BD Transduction
et rat de la protéine p27 Kipl laboratories
Phospho p38 MAPK- reconnait les homologues humain, souris Cell Signalling
Thr180/Tyr182 et rat de la protéine p38 MAPK Technology

phosphorylées au niveau des résidus
thréonine 180 et/ou tyrosine 182

p53 reconnait les homologues humain, souris Cell Signalling
et rat de la protéine p53 Technology
Tubuline (alpha) reconnait les homologues humain, souris B512 Sigma

et rat de la protéine alpha-Tubuline

Vinculin reconnait les homologues humain, souris VIN-115 Sigma
et rat de la protéine Vinculine

8.2.2 Anticorps secondaires

Tous les anticorps secondaires utilisés pour I'immunofluorescence proviennent de
Jackson Immunoresearch Laboratories. Deux espéces d’origine des anticorps secondaires ont été
utilisées : chévre et ane. Les anticorps secondaires utilisés peuvent étre couplé a 'isothiocyanate
de fluorescéine (FITC, émet dans le vert) ou a la cyanine 3 (Cy3, émet dans le rouge). Ces

anticorps ont été utilisés a la dilution de 1/500.

Les anticorps secondaires utilisés pour lI'immunodétection des protéines pour la
biochimie proviennent de Pierce. Ces anticorps sont couplés a I'enzyme HRP et sont utilisés a la

dilution de 1/10 000.

8.3 Milieux de culture et tampons utilisés

Pour mes travaux j'ai utilisé les milieux de culture et tampons suivants :

DMEM ( Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium), supplémenté avec du glucose (4.5 g/L) de

la L-glutamine et du piruvate de sodium, optenu de Cellgro (Mediatech)
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PBS ( Phosphate Buffered Saline) optenu de Cellgro (Mediatech)

HEPES optenu de Cellgro (Mediatech)

Trypsine-EDTA, optenu de Cellgro (Mediatech)

TN (Tris-Nacl)

Composé Concentration finale

Tris base pH 7,5 25 mM
NacCl 150 mM

FBS (Sérum fecetal Bovin), optenu de Cellgro

BCS (Sérum de veau), optenu de Cellgro

Tampon anticorps

Composé Concentration finale
PBS 1X

Tween 20 0,05% v/v

Albumine bovine sérique 3% p/v

Azide de sodium 0,025% p/v

Tampons de transferts

Tampon A
Composé Concentration finale
Tris base 25 mM
Isopropanol 20% v/v

Acide aminocaproique 40 mM
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Tampon B

Composé Concentration finale

Tris base 25 mM

Isopropanol 20 % v/v

Tampon C

Composé Concentration finale

Tris base 250 mM

Isopropanol 20% v/v

Tampon d’electrophorese

Composé Concentration finale

Trisbase 25 mM
Glycine 200 mM
SDS 1% v/v

Tampon de perméabilisation pour microscopie

Avant immunomarquage les cellules fixées avec du formaldéhyde sont perméabilisées par

immersion dans une solution de PBS contenant 0,2% de Triton X-100.

Tampon de lyse

Composé Concentration finale
Tris-HCIpH 7,4 50 mM

NacCl 250 mM

NP40 0,1% v/v
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Glycerol 10 % v/v
EGTA 5mM
NaF 50 mM
Glycerol-2-Phosphate 60 mM

PMSF 0,1 mM
Aprotinine 10 pg/mL
Leupeptine 10 pg/mL

Vanadate de sodium 0,5 mM

Tampon de dénaturation

Composé Concentration finale
Tris-HCI 50 mM

SDS 2% (p/v)

DTT 100 mM

Glycérol 10% (v/v)

Bleu de Bromophénol 0,1% (p/v)

Le tampon de dénaturation est ajusté a pH 6,8

8.4 Inhibiteurs utilisés

Aphidicholine
Propriétés : Inhibiteur des ADN Polymerases alpha et delta chez les eukaryotes.
Utilisations : De part ses propriétés, a été utilisé pour synchroniser les populations de cellules
eucaryotes en culture a la transition entre phase G1 et phase S.
Mode d'action : L'inhibition des ADN polymerases alpha et delta a une certaine concentration et
pendant un certain temps prévient la réplication de I'ADN. Cette inhibition active un point de
contréble lié a la réplication de I'ADN qui arréte les cellules de fagon reversible au debut de la

phase s du cycle cellulaire.
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Conditions d'utilisation : Utilisé dans le millieu de culture a 5 uM pendant 12 a 16 heures. Le

milieu est ensuite aspiré et les cellules sont lavées trois fois pendant 1 minutes avec du PBS a
temperature ambiante

Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO a la concentration de 5 mM et

stocké a -209C jusqu'a trois mois apres reconstitution.

Origine : Calbiochem

Dihydrocytochalasine B (DCB)
Propriétés : Composé interférant avec |'actine

Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO a la concentration de 2mM et

stocké a -20¢9C.

Origine : Calbiochem

Methyl-(5-(2-thienylcarbonyl)-1H-benzimidazol-2-yl) carbamate (Nocodazole)
Propriétés : Composé interférant avec la dynamique de polymérisation et dépolymérisation des
microtubules. Intéragit avec la Tubuline-B et empéche la polymérisation des microtubules.

Conditions d'utilisation : Dans le cadre de mon travail j'ai utilisé des concentrations de

Nocodazole (dans le milieu de culture) variant de 33 a 332 nM.

Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO a la concentration de 1mg/mL

et stocké a -20¢°C.

Origine : Sigma

Paclitaxel (Taxol)

Propriétés : Composé interferrant avec la dynamique de polymerisation et dépolymerisation des
microtubules

Conditions d'utilisation : Dans le cadre de mon travail j'ai utilisé des concentrations de Taxol

(dans le milieu de culture) variant de 10 nM a 400 nM

Conditions de stockage :Le composé est dissout dans du DMSO a la concentration de 10 mM et

stocké a -202C. Une concentration intermédiaire de 10 uM dans du milieu DMEM sans sérum est
utilisée et conservée a -202C
Origine : Sigma
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Vinblastine Sulfate (Vinblastine)
Propriétés : Composé interférant avec la dynamique de polymérisation et dépolymérisation des
microtubules

Mode d'action : Modifie l'interaction entre les molécules de Tubuline et certaines protéines

MAP, en particulier les protéines Tau et MAP2 , associées aux microtubules et régulant la
dynamique de polymérisation. A fortes concentrations, dépolymérise les microtubules.

Conditions d'utilisation : Dans le cadre de mon travail j'ai utilisé des concentrations de

Vinblastine (dans le milieu de culture) variant de 1 nM a 50 nM

Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO a la concentration de 10 mM et

stocké a -202C. Une concentration intermédiaire de 10 uM dans de |'eau bi distillée est utilisée et
conservée a 42C a I’abris de la lumiére jusqu'a deux semaines.

Origine : Calbiochem

SB 203580
Propriétés : Inhibiteur de la protéine kinase p38 MAPK

Conditions de stokage : Le composé est dissout dans du DMSO a une concentration de 1ImM et

conservé a -20°C

Origine : Calbiochem

S-trityl-L-cystéine (STLC)
Propriétés : Inhibe I'activité de la kinésine Eg5.
Utilisations : Utilisé pour arréter les cellules en culture en phase M a la transition métaphase-
anaphase

Conditions de stockage : Le composé est dissout dans du DMSO a une concentration de 50mM et

conservé a -202C

Origine : Calbiochem
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9 Méthodes
9.1 Culture cellulaire

Les cellules décrites précédemment étaient cultivées dans un incubateur humide
maintenu a 372C, en présence de 5 pourcent de dioxyde de carbone a une densité inferieure a la
confluence. Le milieu était changé tout les trois jours. Les cellules étaient cultivées entre 40% et
80% de confluence, et étaient passées a 80% de confluence. Toutes les étapes de la culture

cellulaire s’effectuent en conditions et avec des produits stériles sous une hoéte a flux laminaire.

Passage des cellules :

Le milieu de culture des cellules est aspiré et remplacé par du PBS 1X préchauffé a 372C

Le PBS est aspiré et remplacé par 1 ml de trypsine—EDTA préchauffée a 372C.

Les cellules sont placées pendant 1 a 5 minutes dans I'incubateur, a 37¢C.

Un volume adéquat (variant en fonction de la densité désirée dans les nouvelles boites
de culture) de milieu de culture préchauffé est rajouté a la trypsine contenant les cellules. Les
cellules sont séparées et resuspendues dans le milieu par pipetage.

La quantité appropriée de cellules est ensemencée dans les nouvelles boites de culture

cellulaire.

Le comptage des cellules et I'évaluation de la viabilité des cellules avant ensemencement
s’effectue avec un hematocytometre de type Mallassez. Deux dilutions différentes de cellules

dans du PBS contenant 0.1 pourcent de bleu trypan sont comptées a I'aide du microscope.

9.2 Techniques de biologie cellulaire

9.2.1 Synchronisation des cultures cellulaires
9.2.1.1 Enrichissement en cellules en phase G0/G1
9.2.1.1.1 La privation de sérum

La privation partielle de sérum induit un arrét des cellules en phase G1, avant le point de

restriction. Les cellules en culture sont lavées trois fois avec du PBS 1X stérile et préchauffé a
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37°C puis incubées pendant 24 heures dans du milieu contenant 0,1% de sérum. Le retour a des

conditions de culture avec 10% de sérum stimule I’'entrée des cellules dans le cycle cellulaire.

9.2.1.1.2 L’inhibition de contact

Les cellules de lignées cellulaires ayant conservé leur capacité d’inhibition de contact
s’arrétent en phase GO/G1 lorsqu’elles deviennent confluentes. Le passage des cellules dans de

nouvelles boites de culture a une densité plus faible stimule I'entrée dans le cycle cellulaire.

9.2.1.2 Enrichissement de cellules en phase G1/S

9.2.1.2.1 L’aphidicoline

L'aphidicoline est un inhibiteur des ADN Polymérases alpha et delta chez les eucaryotes.
L'inhibition des ADN polymérases alpha et delta a une certaine concentration et pendant un
certain temps prévient la réplication de I'ADN. Cette inhibition active un point de contréle lié a la
réplication de I'ADN qui arréte les cellules de facon réversible au début de la phase S du cycle
cellulaire. Dans le cadre de mes travaux j'ai utilisé I'aphidicoline dans le milieu de culture a 5 uM
pendant 12 a 16 heures. Le milieu est ensuite aspiré et les cellules sont lavées trois fois pendant

1 minutes avec du PBS préchauffé a 372C.

9.2.2 Prolifération cellulaire

Les mesures en cytométrie de flux ont été réalisées avec un appareil FACsCalibur de Becton-

Dickinson et les données récoltées ont été analysées avec le programme Flow-Jo.

9.2.2.1 Mesure de la quantité d’ADN des cellules par cytométrie de flux

Les protocoles que nous avons utilisés pour les différentes études en cytométrie de flux

nécessitent la fixation préalable des cellules.

142



Fixation :

Les boites de cultures sont rincées au PBS, puis les cellules sont détachées par
trypsinisation. Les cellules sont centrifugées a 230 g pendant 3 minutes a 372C en présence du
PBS de ringage et du milieu dans lequel elles étaient. Les liquides sont éliminés, le culot est
resuspendu dans 1ml de PBS auquel est rajouté 9ml de méthanol absolu froid (-202C). Les
cellules sont ensuite placées a -202C pendant au moins 20 minutes.

Avant le marquage, les cellules fixées sont centrifugées a 230 g pendant 5 minutes, le
mélange PBS/méthanol est éliminé et les cellules sont rincées une fois avec 2ml de PBS puis

centrifugées a nouveau.

Marqguage :

Les cellules sont resuspendues dans 500 uL d’une solution de RNAse contenant 50 pg/ml
d’iodure de propidium puis incubées 15 minutes dans un bain marie a 3729C. La réaction est
stoppée par I'ajout de 14 uL de NaCl 5M. Les tubes sont ensuite conservés a 42C.

Tampon citrate

Composé Concentration finale
Citrate de 8mM
sodium

Triton X-100 0,2%
Eau bi- gsp 50ml

distillée

Solution de RNAse

Composé Concentration
finale

Tampon 50%

Citrate

RNAse 60 U/ml 50%
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9.2.2.2 Mesure de l'incorporation de BrDU par cytométrie de flux ou par
microscopie

Pour étudier lI'incorporation de BrdU dans les cellules, celles-ci doivent étre
incubées en présence de BrdU préalablement a la fixation. J'ai utilisé la BrdU dans le
milieu a une concentration finale de 20 uM et les cellules ont été incubées pendant 2
heures en présence de BrdU avant d’étre fixées. Avant fixation, les cellules ont été lavées
une fois 1 minute avec du PBS préchauffé. Les cellules ont ensuite été fixées comme

décrit préalablement.

Marquage :

Apres ringage, les cellules sont resuspendues dans 1ml d’une solution de 2N HCI
/0,5% Triton X-1 pendant 30 minutes a température ambiante, puis centrifugées et
immédiatement neutralisées par resuspension dans 1ml d’une solution de tetraborate de
sodium 0,1 M pendant 10 minutes. Les cellules sont ensuite incubées dans 1ml de
Tampon anticorps additionné de 5% de serum de chévre. Les cellules sont ensuite
incubées dans 100 pL de I'anticorps primaire anti-BrdU dilué au 1/500"™ dans du tampon
anticorps a 42C pendant la nuit. Les cellules sont ensuite lavées une fois avec du PBS 1X
puis incubées avec I'anticorps secondaire conjugué a la molécule fluorescente FITC dilué
au 1/500°™® pendant 30 minutes a 3729C. Les cellules sont ensuite lavées deux fois comme
précédemment. Les cellules peuvent étre marquées avec de I'iodure de propidium qui se

lie aux acides nucléiques pour déterminer leur contenu en ADN.

9.2.2.3 Mesure de marqueurs spécifiques a la mitose par cytométrie de flux

9.2.23.1 MPM2

L'anticorps anti MPM2 reconnait un épitope phosphorylé retrouvé sur plusieurs
protéines phosphorylées en début de mitose et déphosphorylées a partir de la transition
métaphase/anaphase.

Marquage :
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Pour I'analyse des cellules par cytométrie de flux, les cellules préalablement fixées
au méthanol froid sont centrifugées 5 minutes a 300g, lavées une fois avec du PBS,
centrifugées a nouveau de la méme fagon. Les cellules sont incubées dans 100 uL de
I'anticorps dilué au 1/500°™ dans du tampon anticorps a 372C pendant une heure. Les
cellules sont lavées une fois avec du PBS 1X comme précédemment, puis incubées avec
I'anticorps secondaire conjugué a la molécule fluorescente FITC dilué au 1/500%me
pendant 30 minutes a 37°2C. Les cellules sont ensuite lavées deux fois comme

précédemment. Les cellules peuvent étre marquées avec de I'iodure de propidium qui se

lie aux acides nucléiques pour déterminer leur contenu en ADN.

9.2.2.4 Activité de la B-galactosidase a pH=6

Afin de mesurer I'effet des inhibiteurs des microtubules sur lI'induction de la
senescence, les cellules ont tout d’abord été incubées en présence de différents

inhibiteurs pendant 6 jours.

Les cellules ont ensuite été fixées et marquées en utilisant le kit « Senescence

beta-Galactosidase Staining Kit #9860 » de Cell Signaling et en suivant le protocole fourni.

9.2.3 Techniques de biochimie : analyse des protéines par western
blot

9.2.3.1 Lyse des cellules et extraction des protéines totales

Les cellules sont récoltées par trypsinisation, centrifugées pendant 3 minutes et
rincées avec du PBS froid (42C), centrifugées a nouveau pendant 10 minutes a 49C, et le
culot est resuspendu dans du tampon de lyse (voir Matériel) et laissé sur glace pendant 30
minutes. Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par centrifugation (30 minutes a

21 000 g a 42C). Le surnageant est utilisé directement.

La concentration protéique des extraits est déterminée selon la méthode de
Bradford en utilisant le réactif Protein Assay de Biorad. Une gamme étalon de BSA
comprise entre 15 pg/ml et 0,5 pug/ml sert de référence. Les échantillons a doser sont
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préparés comme suit : 150 uL d’eau bi-distillée, 10 pL dela gamma d’échantillon, 40 pL de
réactif Biorad. Apres 15 minutes, la densité optique est mesuré a 595 nm avec un lecteur
de plaques ELISA Biorad. La concentration des échantillons est déterminée par rapport a

la courbe étalon.

9.2.3.2 Préparation des échantillons

Les échantillons protéiques sont préparés a 42C a partir des extraits cellulaires
repris dans du tampon de dénaturation et du tampon de lyse de facon a ce que touts les
échantillons aient une concentration identique. Les échantillons sont ensuite chauffés a
952C pendant 3 minutes puis centrifugés quelques secondes a 110 rpm. Les échantillons

sont ensuite déposés dans les puits des gels de polyacrylamide.

9.2.3.3 Electrophorése en gel de polyacrylamide en condition

dénaturante

Les gels de polyacrylamide sont coulés entre 2 plaques de verre montées dans un
systeme Biorad. lls se composent d’'un gel de concentration et d’un gel de séparation
préparés selon les protocoles ci-dessous. Le gel de séparation est coulé puis sa surface
est égalisée a I'aide d’une solution de SDS a 0,2%. Une fois que le gel a polymérisé, la
solution de SDS est éliminée et le gel de concentration est coulé et recouvert d’un peigne.
Lorsque le gel de concentration est polymérisé, les plaques sont placées dans un appareil

Biorad et immergées dans du tampon d’électrophorése (voir matériel).

Gels de séparation

Pourcentage d’acrylamide 7,5% 12% 15%
Solution d’acrylamide (30% acrylamide, 0,8% bisacrylamide) 1,25 ml 2 ml 2,5 ml
Solution de Tris 1,5M pH 8,8 - 0,4 %SDS 1,25ml  1,25ml 1,25 ml
Eau bi-distillée 25ml 2ml 1,25 ml
Solution de persulfate d’ammonium 10% 0,05ml 0,05ml 0,05 ml
Temed 0,01 ml 0,01ml 0,01 mil
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Gel de concentration

Solution d’acrylamide (30% acrylamide, 0,8% bisacrylamide) 400 puL

Solution de Tris 0,5M pH 6,8 - 0,4 %SDS 625 plL
Eau bi-distillée 1,45 ml
Solution de persulfate d’ammonium 10% 80 uL
Temed 8 uL

Une fois les échantillons déposés, I'appareil Biorad est mis sous tension de facon a
ce que les protéines des échantillons migrent. La migration s’effectue le plus souvent a la
tension constante de 50 Volts dans le gel de concentration, puis de 90 Volts dans le gel de

séparation.

9.2.3.4 Electrotransfert sur membrane de nitrocellulose

Apres électrophorese, les protéines sont transférées des gels vers une membrane
qui servira de support pour le western blot. J'ai utilisé pour membrane de la
nitrocellulose. Pour le transfert, le gel de protéines est déposé sur 6 épaisseurs de papier
Whatman imbibées de tampon de transfert A (matériel). Le gel est ensuite recouvert de la
membrane de cellulose humidifiée dans le tampon de transfert B, puis de 3 épaisseurs de
papier Whatman imbibées dans le tampon de transfert B, puis de 6 épaisseurs de papier
Whatman imbibées dans le tampon de transfert C. Le sandwich est placé dans I'appareil
de transfert de fagon a ce que la membrane se trouve entre le gel de protéines et la
cathode. 'appareil est mis sous tension et le transfert se fait a intensité constante (40

mA).

9.2.3.5  Immunodétection des protéines

Apres transfert, la membrane est rincée rapidement avec de I'eau distillée, puis
bloquée dans une solution de TN (voir matériel) additionnée de 5% de lait écrémé en

poudre ou de 5% de BSA selon les anticorps a utiliser, et de 0,1% de Tween 20.
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La membrane est ensuite incubée en présence de l'anticorps spécifique de la
protéine a détecter dilué dans une solution de TN additionnée de lait écrémé en poudre
(variable selon I'anticorps primaire utilisé) et de 0,1% Tween 20 pendant la nuit a 42C sous
agitation. L’anticorps primaire est lavé quatre fois pendant 10 minutes dans une solution
de TN additionnée de 0,2% de Tween 20 sous agitation. La membrane est ensuite incubée
en présence de '"anticorps secondaire, couplé a I'enzyme HRP, dilué a 1/10 000, pendant
1 heure a température ambiante sous agitation. La membrane est ensuite rincée quatre
fois pendant 5 minutes avec la méme solution de ringage que précédemment. La
révélation du marquage se fait par réaction enzymatique avec la solution commerciale
d’ECL (Enhanced Chemiluminescence) d’Amersham pendant 5 minutes. La réaction

enzymatique est détéctée sur film radiographique Amersham.

9.2.4 Techniques de microscopie
9.2.4.1.1 Culture de cellules sur support adapté

Pour les expériences nécessitant des analyses microscopiques, les cellules sont
cultivées sur les lamelles de verre traitées spécifiquement. Les lamelles de verre sont
nettoyées dans une solution de HCl 1N pendant 4 heures, puis rincées plusieurs fois avec
de I'eau bi-distillée. Les lamelles sont ensuite incubées dans une solution de poly-L-lysine
a 0,2 mg/ml pendant une heure. Les lamelles sont a nouveau lavées plusieurs fois avec de
I’eau bi-distillée puis stérilisées dans une solution d’éthanol a 70% pendant 30 minutes.
Les lamelles sont mises a sécher sous hotte laminaire et rincées une fois dans une
solution d’éthanol 90%, puis laissées a sécher sous la hotte pendant une nuit, protégées

de la lumiere.

9.2.4.1.2 Fixations

Les cellules sont fixées soit avec du méthanol froid, soit avec du formaldéhyde,
selon les marquages qui seront effectués par la suite et la susceptibilité des anticorps

primaires utilisés.
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Fixation au formaldéhyde : les lamelles sont immergées dans une solution de PBS
contenant 2% de formaldéhyde a 372C pendant 20 minutes puis rincées trois fois avec du

PBS pendant 5 minutes. Elles sont conservées a 42C pendant une nuit maximum.

Fixation au méthanol : les lamelles sont immergées dans du méthanol froid

(conservé a -202C) et conservées a -209C jusqu’au marquage.

9.2.4.1.3 Perméabilisation

Les cellules fixées avec du formaldéhyde sont perméabilisées par immersion dans
le tampon de perméabilisations (vois Matériel) pendant 3 minutes. Les cellules sont

ensuite rincées trois fois avec du PBS.

9.2.4.1.4 Immunodétection des protéines

Les lamelles fixées et perméabilisées sont recouvertes d’une solution de
I’anticorps primaire dilué dans du tampon anticorps (voir matériel). Selon I'anticorps, la
dilution et les conditions de I'incubation peuvent varier. Pour la Tubuline-a, I'anticorps est
dilué a 1/1000 et les lamelles sont incubées a température ambiante pendant deux
heures. Les lamelles sont ensuite rincées trois fois avec du PBS. Elles sont ensuite
incubées avec I'anticorps secondaire dilué a 1/500 dans du tampon anticorps pendant 1
heure a température ambiante. Les lamelles sont lavées trois fois avec du PBS avant

d’étre montées sur lame.

9.2.4.1.5 Marquage de 'ADN

Les lamelles fixées et perméabilisées sont incubées pendant 5 minutes dans une
solution de PBS contenant de l'iodure de propidium a 0,5 pg/ml puis rincées trois fois
avec du PBS. Dans le cas de cellules fixées au formaldéhyde, une incubation préalable

dans une solution contenant 10 Ul/ml de RNAse est nécessaire.
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9.2.4.1.6 Montage sur lame des lamelles

Les lamelles sont montées sur les lame avec du milieu de montage Pro-Long Gold
d’Invitrogen. L'observation a été faite sur soit a I'aide d’un microscope Nikon équipé du
systeme Bio-rad Confocal Imaging systeme MRC-600, soit avec un microscope inversé

Olympus équipé du systeme de traitement d’image DeltaVision Core Deconvolution.
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