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Chapitre!1!!:!La!division!cellulaire!

Le!cycle!cellulaire!est!essentiellement!constitué!de!deux!étapes!:!l’interphase,!au!cours!

de!laquelle!les!cellules!se!préparent!pour!l’étape!de!division!cellulaire.!L’interphase!est!

composée! de! plusieurs! cycles! de! croissance! fonctionnant! en! parallèle.! Ainsi,! elle!

comprend!une!phase!de!réplication!du!matériel!génétique,!essentielle!à!la!transmission!

équilibrée!de!l’information!génétique!d’une!génération!de!cellule!à!la!suivante.!Cette!

étape!du!cycle!cellulaire!est!précédée,!mais!aussi!suivie!par!deux!phases!:!G1!et!G2,!

respectivement! (figure! 1).! La! phase! G1! permet! aux! cellules! filles! postMmitotiques!

d’augmenter!de!volume,!mais!aussi!de!synthétiser!les!protéines!requises!pour!remplir!

leur! fonction.! En! revanche,! la! phase!G2! peut! être! considérée! comme! celle! de! la!

préparation!à!la!mitose,!au!cours!de!laquelle!les!centrosomes!se!répliquent.!CeuxMci!

vont!jouer!un!rôle!central!au!cours!de!la!division!cellulaire!et!permettre!la!mise!en!place!

d’une!structure!essentielle!:!le!fuseau!mitotique,!nécessaire!au!maintien!de!l’intégrité!du!

génome.!La!transition!entre!les!différentes!phases!du!cycle!cellulaire!est!déterminée!

d’une!part!par!des!modifications!postMtraductionnelles!rapides!et!réversibles!de!type!

phosphorylation,!et!d’autre!part,!par!la!destruction!de!protéines!qui!permettent!l’entrée!

et!le!maintien!dans!une!phase!du!cycle!cellulaire!:!les!Cyclines.!La!dégradation!de!ces!

régulateurs!du!cycle!est!assurée!par!une!machinerie!le!protéasome!26S!qui!reconnaît!

une! séquence! signale! de! dégradation! présente! sur! la! chaîne! polypeptidique! des!

protéines!:!le!dégron.!Un!exemple!d’un!tel!type!de!régulation!s’opère!lors!de!la!transition!

entre!la!phase!G2!et!la!mitose.!
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!

Figure/1/:/Le/cycle/cellulaire.//

Le/cycle/cellulaire/est/composé/principalement/de/deux/phases,/l’interphase/et/la/mitose./L’interphase/comprend/deux/phases/GAP/
(G1/et/G2),/séparées/par/la/phase/de/Synthèse/(S)/au/cours/de/laquelle/la/quantité/d’ADN/est/doublée./La/mitose/(M)/est/la/phase/
du/cycle/cellulaire/résultant/en/la/formation/de/deux/cellules/filles/génétiquement/identiques/(image/provenant/du/site/123rf.com)./

!

La!mitose!est!l’étape!du!cycle!cellulaire!conduisant!à!la!formation!de!deux!cellules!filles!

génétiquement! identiques.!Elle! est! caractérisée! par! une! succession! d’événements!

morphologiques!et!biochimiques!finement!régulés!permettant!au!matériel!génétique!

dupliqué!au!cours!de!la!phase!S!d’être!fidèlement!ségrégé,!et!ainsi!préserver!l’intégrité!

du! génome.! Les! instabilités! génétiques! peuvent! être! le! résultat! de! défauts! de!

condensation!de!la!chromatine!ou!de!défauts!de!ségrégation!des!chromatides!sœurs.!

La!mitose!des!cellules!eucaryotes!est!communément!divisée!en!six!phases!(figure!2).!



!
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!

!

Figure/2:/La/division/cellulaire.//

Ce/schéma/représente/ les/différentes/étapes/de/ la/division/cellulaire/de/ la/métaphase/ jusqu’à/ la/complétion/de/
l’abscission/(Fededa/&/Gerlich,/2012)./

!

La! prophase,! est! caractérisée! par! l’arrondissement! des! cellules! adhérentes,! la!

condensation! de! la! chromatine! sous! forme! de! chromosomes! et! la! migration! des!

centrosomes!de!part!et!d’autre!du!noyau.!La!rupture!de!l’enveloppe!nucléaire!marque!

la! fin!de!cette!étape!et! la! transition!vers! la!prométaphase,!au!cours!de! laquelle!on!

observe! la! formation!d’un! fuseau!mitotique!constitué!de!microtubules!émanant!des!

centrosomes.!L’attachement!des!chromosomes!aux!microtubules!permet!ensuite! la!

congression,!c’estMàMdire!la!migration!des!chromosomes!vers!le!centre!de!la!cellule,!

formant!ainsi!une!plaque!métaphasique!caractéristique!de!la!métaphase.!La!transition!

vers!l’anaphase!dépend!de!la!satisfaction!d’un!point!de!contrôle,!le!Spindle!Assembly!

Checkpoint! (SAC)!dont! la! fonction! lorsqu’il!est!actif!consiste!à! retarder! la!sortie!de!

mitose! jusqu’à! ce! que! tous! les! chromosomes! de! la! plaque! métaphasique! soient!

correctement!attachés!aux!microtubules.!La!satisfaction!de!cette!condition!entraîne!un!

ensemble!d’événements!biochimiques!dont!le!plus!significatif!est!la!dégradation!de!la!

Cycline!B1!provoquant!l’inactivation!de!la!kinase!Cdk1!et!ayant!pour!conséquence!la!

Metaphase Anaphase Telophase Abscission 
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ségrégation! des! chromatides! sœurs! vers! les! pôles! de! la! cellule.! Une! autre!

conséquence!de!la!dégradation!de!Cycline!B1!est!le!réarrangement!des!microtubules!

conduisant!à!la!formation!du!fuseau!central.!Cette!structure!joue!un!rôle!important!en!

permettant!le!recrutement!des!protéines!nécessaires!à!la!cytokinèse!et!l’abscission.!

Enfin,!d’importants!changements!morphologiques!ont! lieu!au!cours!de! la!mitose,!à!

commencer! par! l’arrondissement! des! cellules,! leurs! élongations! concomitantes! à!

l’ingression!d’un!sillon!de!clivage,!à!équidistance!des!plaques!de!chromatides!sœurs,!

sous!l’impulsion!de!la!force!générée!par!l’anneau!contractile!d’actomyosine.!Dans!ces!

processus!les!Rho!GTPases!et!leurs!régulateurs!jouent!un!rôle!central.!La!dernière!

étape!de!la!division!cellulaire,!la!télophase,!est!caractérisée!par!la!décondensation!des!

chromosomes,!la!reformation!de!l’enveloppe!nucléaire!autour!de!la!chromatine.!C’est!

aussi!à!cet!instant!que!les!cellules!réMadhèrent!au!substrat.!Enfin,!la!fin!de!l’ingression!

du!sillon!de!clivage!conduit!à!la!formation!d’un!pont!intercellulaire!entre!les!deux!cellules!

filles!coupé!au!cours!de!l’abscission.!

Il!en!résulte!que!trois!processus,!au!moins,!sont!nécessaires!au!maintien!de!l’intégrité!

du!génome!au!cours!de!la!division!cellulaire!:!!

M! !!la!condensation!de!la!chromatine!qui!correspond!au!processus!par!lequel!les!

fibres!de!chromatine!emmêlées!s’organisent!et!s’assemblent!en!des!structures!

physiquement!séparées,!les!chromosomes!mitotiques!l!

M! !La! formation!du! fuseau!mitotique!au!cours!de! la!prométaphase!est!aussi!un!

processus!clé!au!maintien!de!l’intégrité!du!génome.!Cette!structure,!composée!de!

microtubules,!permet!d’organiser!les!chromosomes!mitotiques!à!l’équateur!de!la!
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cellule,!et!de!générer!les!forces!qui!vont!permettre!la!ségrégation!des!chromatides!

sœurs!vers!les!pôles!de!la!cellule!l!!

M! Enfin,! le! Spindle! Assembly! Checkpoint! (SAC)! joue! un! rôle! critique! dans! la!

régulation!temporelle!des!événements!mitotiques.!Ce!point!de!contrôle!reste!actif!

et,!par!conséquent!permet!de!retarder! la!ségrégation!des!chromatides!sœurs,!

jusqu’à!ce!que!chaque!chromosome!soit!correctement!attaché!à!un!faisceau!de!

microtubules!de!manière!biMorientée.!!

Par! conséquent,! la! perturbation! de! l’un! ou! plusieurs! de! ces! processus! conduit! à!

l’apparition!de!phénotypes!caractérisés!par!des!défauts!de!ségrégation!du!matériel!

génétique! entre! les! deux! cellules! filles! au! cours! de! l’anaphase.! Ces! phénotypes!

peuvent!prendre!la!forme!soit!de!ponts!de!chromatines,!soit!de!lagging!chromosome.!

Alors!que!dans!le!premier!cas!il!est!suspecté!que!des!défauts!d’organisation!structurels!

des! chromosomes!mitotiques! soient! à! l’origine! des! phénotypes! observés,! dans! le!

deuxième!cas!des!défauts!liés!à!la!formation!du!fuseau!mitotique,!ou!à!l’attachement!

des! microtubules! aux! kinétochores! peuvent! être! mis! en! cause.! Enfin,! une! autre!

possibilité!est!une!inhibition!précoce!du!SAC,!provoquant!une!cytokinèse!précoce.!!

!

I.!La!condensation!de!la!chromatine!

La!fonction!de!la!mitose!est!de!ségréger!le!matériel!génétique!de!manière!à!obtenir!

deux! cellules! filles! génétiquement! identiques.! Les! premières! observations! de!

Flemming!au!19ème!siècle!ont!révélé!l’apparition!de!structures!exclusivement!au!cours!

de!la!mitose,!les!chromosomes,!constitués!de!chromatine!(Mitchison!&!Salmon,!2001).!
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Cette!structure!disparaissant!lors!de!l’interphase,!il!a!alors!été!suggéré!qu’il!existerait!

un!processus!régulé!permettant!de!modifier!la!structure!de!la!chromatine!!entraînant!

une!condensation!accrue!lors!de!la!division!cellulaire!(Yanagida!&!Yanagida,!2014).!

Par! ailleurs,! il! existe! deux! problèmes! auxquels! sont! confrontés! les! cellules!

préalablement!à!l’entrée!en!mitose!et!qui!doivent!être!résolus!avant!la!séparation!des!

chromatides!sœurs.!D’une!part,!l’enchevêtrement!de!la!chromatine!répliquée!en!phase!

S,!et!d’autre!part!sa!longueur!qui!excède!la!taille!d’une!cellule!en!division!(Koshland!&!

Strunnikov,! 1996).!En! effet,! lors! de! la! phase! de! réplication! du!matériel! génétique,!

l’ouverture!des!brins!d’ADN!induit!la!formation!de!superhélices!nécessaires!à!réduire!la!

tension! générée! par! l’ouverture! de! la! double! hélice.! Le! maintien! de! l’intégrité!

génomique!requiert!donc!d’une!part!une!diminution!de!la!longueur!de!la!chromatine!afin!

d’éviter! une! perte! de! l’information! génétique! au! cours! de! l’anaphase,! ainsi! qu’une!

réorganisation!de!la!structure!de!la!chromatine!afin!d’éliminer!les!superhélices!formées!

au! cours! de! la! phase! de! réplication.! Enfin,! une! fois! ces! étapes! achevées,! il! est!

nécessaire!de!maintenir! la!structure!de!la!chromatine!et!permettre!la!formation!des!

chromosomes!mitotiques.!

!

I.!A.!Structure!des!chromosomes!mitotiques!

En!dehors!de!l’ADN,!les!chromosomes!sont!constitués!de!trois!classes!de!protéines!:!

les! Histones,! la! Topoisomérase! II! et! les! protéines! de! la! famille! des! Structural!

Maintenance! of! Chromosomes! (SMCs).! La! comparaison! entre! la! structure! des!

chromosomes!mitotiques!et!celle!de!la!chromatine!en!interphase!a!permis!de!formuler!
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un! premier!modèle! quant! aux! rôles! de! chaque! composant! dans! la! formation! des!

chromosomes!mitotiques.!

!

I.!A.!1.!Les!Histones!

La! détermination! de! la! structure! de! la! chromatine! interphasique! a! révélé! que! les!

Histones!sont!les!constituants!majoritaires!de!la!chromatine!en!dehors!de!la!mitose!

(Smith,!1991).!Il!existe!cinq!Histones,!dont!quatre!H2A,!H2B,!H3!et!H4!s’assemblent!en!

octamère!en!présence!d’ADN,!formant!un!nucléosome!autour!duquel!un!segment!de!

chromatine!de!cent!quarante!sept!paires!de!bases!s’enroule!deux!fois,!résultant!en!une!

fibre! de! 10nm! (figure! 4).! L’association! de! l’Histone!H1! à! l’entrée! et! à! la! sortie! du!

nucléosome!!permet!quant!à!lui!la!formation!d’une!fibre!de!30nm!in#vitro,!mais!son!rôle!

in#vivo!est!resté!incertain!(van!Holde!&!Zlatanova,!1995)!jusqu’au!début!des!années!

2000.!Des!expériences!de!FRAP!menées!par!Mistelli!et!al.!(2000)!et!Lever!et!al.!(2000)!

ont!en!effet! révélé!une!propriété!particulière!de! l’Histone!H1! (Lever,!Th'ng,!Sun,!&!

Hendzel,! 2000l!Misteli,!Gunjan,!Hock,! Bustin,! &!Brown,! 2000).!Contrairement! aux!

autres!Histones!formant!les!nucléosomes,!le!temps!de!résidence!de!l’Histone!H1!sur!la!

chromatine!ne!se!compte!pas!en!heures,!mais!seulement!en!minutes,!environ!trois!ou!

quatre.! La! liaison! de! cet! Histone! à! la! chromatine! a! donc! la! particularité! d’être!

dynamique.!

Structurellement,! l’Histone! H1! est! caractérisé! par! la! présence! de! trois! domaines!

distincts.!La!partie!NMTerminale,!comprise!entre!vingt!et!trente!cinq!acides!aminés,!un!

domaine!globulaire!central!d’environ!soixanteMdix!acides!aminés!et!enfin!le!domaine!CM

Terminal!(CTD)!d’une!longueur!de!cent!acides!aminés!environ.!Plusieurs!études!ont!
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montré! que! la! capacité! de! l’Histone! H1! à! stabiliser! la! chromatine! réside! dans! le!

domaine!CTD.!Cette!partie!possède!en!effet!un!fort!degré!de!flexibilité.!En!solution!

aqueuse,!la!structure!du!CTD!est!dominée!par!des!coudes!et!des!tours,!et!lorsque!

l’Histone!se!lie!à!l’ADN,!la!réorganisation!de!la!structure!secondaire!du!CTD!permet!de!

générer!une!structure!stable!(Hergeth!&!Schneider,!2015).!L’Histone!H1!peut!donc!être!

considéré!comme!faisant!partie!des!structures!intrinsèquement!désordonnées!qui!se!

stabilisent!suite!à!l’interaction!avec!un!partenaire.!Enfin,!la!partie!CMTerminale!possède!

de! nombreux! sites! consensus! de! phosphorylations! par! CDK1! (figure! 3).! La!

phosphorylation! de! la! protéine! augmente! au! cours! du! cycle! cellulaire,! peu!

phosphorylée!au!cours!de!la!phase!G1,!la!protéine!devient!hyperphosphorylée!au!cours!

de!la!mitose.!(Roque,!Ponte,!Arrondo,!&!Suau,!2008)!ont!montré!que!l’accroissement!

de!la!phosphorylation!induit!peu!à!peu!des!changements!structurels!dans!la!partie!NM

Terminale!qui!est!corrélée!à!l’augmentation!de!la!condensation!de!la!chromatine.!!

!

!

Figure/3:/Structure/et/sites/de/phosphorylation/de/l'Histone/H1/(Hergeth/&/Schneider,/2015)./

!

L’association!des!Histones!H2A,!H2B,!H3!et!H4!est!concomitante!à!la!réplication!de!

l’ADN!ce!qui!suggère!que!la!formation!des!nucléosomes!et!leur!association!avec!la!

chromatine!permet!de!générer!un!premier!degré!de!compaction!du!matériel!génétique.!



!
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Il!a!récemment!été!montré!que!le!rôle!de!l’Histone!H1!ne!se!cantonne!pas!seulement!

à! la! répression! de! la! transcription! des! gènes,!mais! participe! aussi! activement! au!

remodelage!de!la!chromatine!au!cours!du!cycle!cellulaire.!Toutefois,!les!expériences!

de!déplétion!des!isoformes!de!l’Histone!H1!n’ont!pas!montré!de!phénotypes!délétères,!

les!cellules!se!sont!révélées!viables!(Fan!et!al.,!2005l!Fan,!Sirotkin,!Russell,!Ayala,!&!

Skoultchi,!2001l!Sancho,!Diani,!Beato,!&!Jordan,!2008).!Ceci!suggère!donc!que! la!

liaison!des!Histones!sous!la!forme!de!nucléosomes!permet!d’offrir!un!premier!degré!de!

compaction,! et! que! la! liaison!de! l’Histone!H1!permet! d’accentuer! le! processus!de!

compaction!sans!en!être!l’acteur!principal.!Par!conséquent,!cela!sousMentendrait!que!la!

Topoisomérase!II!et!les!SMC!pourraient!jouer!un!rôle!plus!significatif!que!les!Histones!

dans!le!processus!de!formation!des!chromosomes!mitotiques.!!

!

!

!

Figure/4:/Représentation/de/la/structure/d'un/nucléosome.!!

Vue!de!haut!(A)!et!latérale!(B)!d’un!nucléosome!lié!à!l’ADN.!En!vert!sont!représentés!les!Histones!H2A,!en!bleu!les!
Histones!H2B,!en!rouge!les!Histones!H3!et!en!orange!les!Histones!H4.!La!structure!cristallographique!utilisée!pour!
générer!cette!représentation!provient!de!la!base!de!données!PDB!et!possède!l’identifiant!d’accession!1KX5!(PDB:!
1KX5).!Ce!schéma!a!été!créé!avec!le!logiciel!Chimera./
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!

I.!A.!2.!La!Topoisomérase!

Les!Topoisomérases!sont!une!famille!de!protéines!enzymatiques!qui!ont!la!capacité!de!

démêler!l’ADN!en!le!clivant,!le!manipulant!et!en!le!religaturant.!Il!existe!quatre!sousM

familles!de!Topoisomérases,!et!chacune!d’entre!elles!possède!une!structure!et!une!

fonctionnalité!unique!(figure!5).!Les!Topoisomérases!de!type!IA!et!IB!sont!impliquées!

dans!le!clivage!de!l’ADN!simple!brin.!La!Topoisomérase!IA!permet!la!relaxation!des!

superhélices! négatives,! alors! que! la! Topoisomérase! IB! permet! la! relaxation! des!

superhélices!négatives!et!positives!de!la!molécule!d’ADN.!Ces!deux!réactions!ne!sont!

pas!ATPMdépendantes.!Ainsi,!la!Topoisomérase!I!permet!de!couper!un!brin!d’ADN,!de!

faire!passer!l’autre!brin!au!travers!de!la!coupure!et!enfin!de!relier! l’ADN!coupé.!En!

revanche,! les! Topoisomérases! II! permettent! la! coupure! des! deux! brins! d’ADN!

superenroulés!d’une!manière!ATPMdépendante.!Elles!coupent!les!deux!brins!d’ADN,!

fait!passer!un!autre!double!brin!entre!les!coupures!et!relient!les!brins!coupés.!Elles!sont!

donc! capables!de! relaxer!ou!enrouler! positivement!ou!négativement! l’ADN,!ou!de!

séparer!–!attacher!deux!molécules!distinctes.!L’activité!de! la!Topoisomérase! II!est!

nécessaire!à!l’individualisation!des!chromosomes!et!au!démêlement!des!chromatides!

sœurs.! Les!expériences! in#vivo! et! in#vitro! ont!montré!que! la!Topoisomérase! II! est!

nécessaire!à!la!condensation!de!la!chromatine!en!prophase!(Adachi,!Luke,!&!Laemmli,!

1991l!T.!Hirano!&!Mitchison,!1993l!Uemura!et!al.,!1987),!et!que!ce!processus!dépend!

de!son!activité!enzymatique.!

Ces!résultats!ont!permis!de!formuler!deux!hypothèses!:!soit!l’activité!catalytique!de!la!

Topoisomérase!II!relâche!les!domaines!superhélicaux!pendant!la!condensation!de!la!
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chromatine,! soit! l’activité! de! décaténation! de! la! Topoisomérase! II! est! utilisée! pour!

éliminer! les! conflits! stériques!permettant! ainsi! un! repliement! correct! requis! pour! la!

condensation.!Une! série! d’observations! a! privilégié! cette! dernière! hypothèse.!Tout!

d’abord,! l’inactivation! de! la! Topoisomérase! II! avant! condensation! conduit! à! une!

compaction!partielle!de!la!chromatine,!mais!présente!une!structure!emmêlée!(Uemura,!

1987).!Par!ailleurs,!l’inactivation!de!la!Topoisomérase!II!après!condensation!n’entraîne!

pas!de!décondensation!des!chromosomes!(T.!Hirano!&!Mitchison,!1993l!Uemura!et!

al.,!1987).!

L’ensemble!de!ces!résultats!suggère!que!la!Topoisomérase!II!participe!au!processus!

de!condensation!en!organisant!la!chromatine.!La!contribution!des!Histones!ainsi!que!

de! la! Topoisomérase! ne! permettent! toutefois! pas! d’expliquer! comment! les!

chromosomes! acquièrent! leurs! structures! caractéristiques,! ni! comment! celleMci! est!

maintenue!au!cours!de!la!division!cellulaire.!!!

!

!

Figure/5:/Représentation/de/la/Topoisomérase/en/complexe/avec/l'ADN.//

Ce/schéma/représente/la/Topoisomérase/en/complexe/avec/la/molécule/d’ADN/et/a/été/généré/avec/le/ logiciel/
Chimera/(PDB/:/4FM9)/

!
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I.!A.!3.!Les!protéines!SMCs!

La!découverte!des!protéines!de!la!famille!SMC!a!représenté!une!étape!clé!dans!l’étude!

du!mécanisme!impliqué!dans!la!condensation!de!la!chromatine.!

L’isolation!de!SMC1!chez!la!levure!par!Earnshaw!&!Laemmli!!(Earnshaw!&!Laemmli,!

1983),!ainsi!que!le!clonage!et!caractérisation!des!produits!dans!différents!organismes!

ont!montré!que! les!SMC!sont! indispensables!au!processus!de!condensation!de! la!

chromatine!en!mitose.!!

Les!expériences!menées!par!Hirano!et!al.!(T.!Hirano,!Kobayashi,!&!Hirano,!1997)!ont!

montré! que! les! SMC! XCAPME! (SMC2)! et! XCAPMC! (SMC4)! s’hétérodimérisent! et!

forment! un! complexe! avec! trois! autres! protéines! XCAPMD2,! XCAPMG! et! XCAPMH!

résultant!en!un!complexe,!la!condensine,!identifiée!comme!le!constituant!majoritaire!

des!chromosomes!mitotiques.!Par!ailleurs,!contrairement!aux!autres!composants!des!

chromosomes!mitotiques,!la!déplétion!de!XCAPMD2!résultait!en!une!perte!significative!

de! l’architecture! des! chromosomes! suggérant! que! la! condensine! joue! un! rôle!

indispensable!dans!l’assemblage!et!le!maintien!de!la!structure!des!chromosomes.!!

I.!A.!3.!a.!Structure!de!la!condensine!

La!condensine!est!composée!de!deux!sousMunités!SMC,!SMC2!et!SMC4,!et!de!trois!

sousMunités!nonMSMC!CAPMD2,!CAPMH!et!CAPMG.!Les!protéines!SMC2!et!SMC4!sont!

structurellement!très!proches.!Elles!possèdent!une!boîte!Walker!A,!et!un!site!de!liaison!

NTP!ayant! pour! séquence! consensus!GxxGxGKS!dans! la! partie!NMTerminale.! La!

mutation!K38I!dans!SMC!empêche!la!liaison!de!l’ATP!(Hudson!et!al.,!2008).!!La!partie!

CMTerminale!possède!quant!à!elle!une!boîte!DA!avec!une!séquence!similaire!à!celle!

d’un!Walker!B,!impliquée!dans!l’interaction!avec!l’ATP,!et!un!motif!signature!LSGG!
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caractéristique!des!transporteurs!ABC!ATPase!et!nécessaire!à!la!dimérisation!SMC2M

SMC4! (Jessberger,! 2002).! Un! domaine! Hinge! caractérisé! par! la! présence! d’une!

séquence!consensus!Gx6Gx3GG!dont!les!quatre!acides!aminés!Glycines!conservés!

sont! généralement! trouvés! dans! les! régions! flexibles! des! protéines.! Enfin,! elles!

possèdent!un!domaine!en!coude!qui!sépare!les!régions!NM!et!CMTerminales!de!la!région!

Hinge.!Parmi!les!trois!sousMunités!nonMSMC,!CAPMD2!et!CAPMG!possèdent!un!motif!

«! HEAT! repeat! »! servant! de! plateforme! sur! laquelle! d’autres! protéines! peuvent!

s’assembler!(Neuwald!&!Hirano,!2000).!CAPMH!en!revanche!fait!partie!de!la!famille!des!

Kléisines!interagissant!avec!les!parties!NM!et!CMTerminales!des!SMC!(Schleiffer!et!al.,!

2003)!(figure!6A).!!

L’assemblage!du!complexe!condensine!se!fait!selon!le!modèle!de!«!foldMback!»,!c’estM

àMdire,!par!un!repliement!des!parties!NM!et!CMTerminales!des!monomères!SMC2!ou!

SMC4!l’une!sur!l’autre!permettant!ainsi!de!former!une!région!coude!antiMparallèle.!Ceci!

résulte!en!la!formation!de!deux!structures,!la!tête!qui!va!interagir!avec!les!sousMunités!

CAP,!et!la!région!Hinge!de!l’autre!côté!qui!va!permettre!de!former!un!hétérodimère!

avec!l’autre!sousMunité!SMC,!résultant!en!une!structure!en!forme!de!V.!Une!fois!activée,!

par! phosphorylation! de! CDK1,! le! complexe! est! alors! capable! d’introduire! des!

superhélices!dans!l’ADN!par!hydrolyse!de!l’ATP!résultant!en!la!formation!de!nœuds!

positifs!dans!la!chromatine!en!présence!de!Topoisomérase!II!(Kimura!&!Hirano,!1997)!

(figure!6B).!
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Figure/6:/Les/Structural/Maintenance/of/Chromosomes/(SMCs).//

Schéma!représentatif!de! la!structure!du!monomère!SMC2!(A).!Le!monomère!possède!un!domaine!Walker!A!et!
Walker!B!séparés!par!deux!régions!en!coudes!au!centre!desquelles!se!trouve!la!région!charnière!(hinge)!flexible.!
(B)!Le!repliement!et!l'assemblage!des!monomères!SMCs,!ainsi!que!l’association!des!sousMunités!Kléisines!(H!et!
H2!en!jaune!et!violet,!respectivement)!et!HEAT!(D2!et!G!pour!le!complexe!condensine!I!l!D3!et!G2!pour!le!complexe!
condensine!II),!forment!ensemble!les!complexes!condensines!I!et!II./

!

I.!A.!3.!b.!Rôle!de!la!condensine!

Les!expériences!de!déplétion!de!la!condensine!ont!mis!en!évidence!le!rôle!significatif!

de! ce! complexe! dans! la! condensation! de! la! chromatine! (T.! Hirano! et! al.,! 1997).!

L’identification!d’un!second!complexe!condensine,!la!condensine!II,!représente!aussi!

une! étape! clé! dans! la! compréhension! du! mécanisme! de! condensation! de! la!



!
!

35!

chromatine.!Le!complexe!condensine!II!possède!des!caractéristiques!très!proches!de!

la! condensine! I.! Ils! possèdent! en! commun! les! sousMunités!SMC2!et!SMC4,!mais!

diffèrent!dans!leurs!sousMunités!nonMSMC.!A!L’instar!de!la!condensine!I,!le!complexe!

condensine!II!est!caractérisé!par!la!présence!de!CAPMG2,!CAPMH2!et!CAPMD3!(Ono!et!

al.,!2003).!Ainsi,!l’identification!et!la!caractérisation!des!constituants!de!la!condensine!II!

a! permis! de! générer! de! nouveaux! outils! et! de!mettre! en! évidence! trois! éléments!

suggérant!des!fonctions!nonMredondantes!(Ono!et!al.,!2003)!:!!

M! Premièrement,!l’identification!de!la!condensine!II!dans!des!extraits!nucléaires!de!

cellules!HeLa!a!été!constatée,!alors!que! la!condensine! jusqu’alors!avait!été!

observée!dans!le!cytoplasme.!

M! Deuxièmement,!la!déplétion!des!sousMunités!spécifiques!de!chaque!complexe!

produit!des!phénotypes!caractéristiques.!!

M! Troisièmement,! les! localisations! des! condensine! I! et! II! sur! les! bras! de!

chromosomes!sont!différentes,!elles!sont!alternées,!et! leurs!recrutements!ne!

sont!pas!interdépendants.!

Un!certain!nombre!d’études!ont!montré!que!la!déplétion!de!la!condensine!I!n’empêche!

pas!la!condensation!de!la!chromatine!en!prophase.!Toutefois,!on!observe!des!défauts!

morphologiques!caractérisés!par!de!larges!bras!de!chromosomes,!suggérant!une!perte!

de!rigidité!(Green!et!al.,!2012l!T.!Hirota,!Gerlich,!Koch,!Ellenberg,!&!Peters,!2004l!Ono!

et!al.,!2003).!En!revanche,!la!déplétion!de!la!condensine!II!entraîne!des!défauts!de!

condensation! de! la! chromatine! en! prophase,! à! savoir,! une! chromatine! moins!

condensée!(T.!Hirota!et!al.,!2004l!Ono,!Fang,!Spector,!&!Hirano,!2004),!mais!aussi!des!

défauts!structurels!tels!qu’une!déformation!des!bras!de!chromosomes!adoptant!une!
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forme!circulaire!par!exemple,!ou!un!accroissement!de!la!distance!entre!les!bras!de!

chromosomes!(Green!et!al.,!2012l!Ono!et!al.,!2003).!Il!est!à!noter!que!les!phénotypes!

liés!à!la!déplétion!de!la!condensine!II!disparaissent!lors!de!la!métaphase.!

Enfin,!les!condensines!I!et!II!sont!localisées!différemment!en!début!de!mitose.!Alors!

que!la!condensine!I!est!exclusivement!cytoplasmique,!la!condensine!II!quant!à!elle,!est!

exclusivement!nucléaire!au!cours!de!la!prophase!(Ono!et!al.,!2004).!L’ensemble!de!ces!

observations!suggèrent!un!modèle!selon! lequel! la!condensine! II! joue!un!rôle!dans!

l’établissement! de! l’axe! longitudinal! des! chromosomes.!En! revanche,! le! rôle! de! la!

condensine! I! dans! le! processus! de! formation! des! chromosomes!mitotiques! reste!

encore!sujet!à!différentes!hypothèses,!soit!elle!permet!d’accroître!la!compaction!des!

chromosomes! en! prophase,! soit! elle! stabilise! l’architecture! des! chromosomes!

mitotiques!(Gerlich,!Hirota,!Koch,!Peters,!&!Ellenberg,!2006).!Pour!finir,!il!est!à!noter!

que!la!déplétion!des!condensine!I!ou!II,!ou!des!deux!complexes!simultanément!se!

traduit!par!des!défauts!de!ségrégation!lors!de!l’anaphase!dont!les!plus!courants!sont!

les!ponts!de!chromatines.!

! !
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II.!Le!fuseau!mitotique!

Le!fuseau!mitotique!est!une!structure!spécifique!de!la!division!cellulaire!qui!se!met!en!

place!progressivement!au!cours!des!premières!étapes!de!la!mitose.!Il! joue!un!rôle!

majeur!dans! le!maintien!de! l’intégrité!du!génome.!Sa!présence!est!essentielle!à! la!

congression!des!chromosomes!ainsi!qu’à!la!ségrégation!des!chromatides!sœurs.!!

!

II.!A.!Structure!du!fuseau!mitotique!

Le!fuseau!mitotique!est!composé!de!polymères!de!microtubules!dynamiques!subissant!

des!phases!successives!de!polymérisation!et!dépolymérisation!asymétriques.!Ceci!leur!

confère!une!polarité!l!l’extrémité!(M)!dont!l’activité!de!nucléation!est!faible,!voire!nulle!est!

localisée! à! proximité! des! centrosomes! et! une! extrémité! (+)! où! l’activité! de!

polymérisation! s’effectue.! Les! microtubules! ont! pour! origine! les! centrosomes,! et!

peuvent!être!classés!en!trois!catégories!liées!à!leur!direction!de!polymérisation.!Les!

microtubules! astraux! se! polymérisent! en! direction! des! pôles! de! la! cellule,! les!

microtubules! kinétochoriens! sont! attachés! aux! chromosomes! par! une! région!

spécifique!:!les!kinétochores.!Enfin,!les!microtubules!polaires!forment!un!faisceau!de!

fibres!antiMparallèles!à!l’équateur!du!fuseau!mitotique!(figure!7).!!
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Figure/7/:/Le/fuseau/mitotique.//

Représentation/des/trois/classes/de/microtubules/du/fuseau/mitotique/au/cours/de/la/métaphase./Les/microtubules/
émanent/du/pôle/du/fuseau/mitotique/et/polymérisent/soit/vers/les/pôles/de/la/cellule/(les/microtubules/astraux),/
soit/vers/le/centre/de/la/cellule/(les/microtubules/kinétochoriens/et/polaires)./Les/microtubules/kinétochoriens/se/
lient/ aux/ centrosomes/ des/ chromosomes/ par/ les/ kinétochores,/ et/ les/ microtubules/ polaires/ polymérisent/ en/
direction/du/pôle/du/fuseau/mitotique/opposé.//

!

II.!A.!1.!Les!microtubules!

II.!A.!1.!a.!Structure!des!microtubules!

Les!microtubules!sont!des!structures!dynamiques!résultant!de!la!polymérisation!des!

dimères!αMβ!tubuline,!capables!de!lier!le!GTP,!et!assemblées!en!cylindre!de!25nm!de!

diamètre!possédant!une!polarité!(figure,!8!A!et!B).!L’assemblage!des!microtubules!se!

fait!en!deux!étapes.!La!première!étape!consiste!en! la! formation!d’un!protofilament!

généré!par!des!ajouts!successifs!de!dimères!de!tubuline.!Dans!un!second!temps,!cette!

structure!s’assemble!avec!douze!autres!protofilaments!formant!ainsi!un!cylindre!creux!

(figure!8,!C,!D!et!E).!Au!sein!d’un!protofilament,!les!dimères!de!tubulines!sont!orientés!

dans! la! même! direction,! et! tous! les! protofilaments! au! sein! d’un! microtubule! sont!
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parallèles!entre!eux,!par!conséquent,!les!microtubules!sont!intrinsèquement!polarisés!

et!possèdent!une!extrémité!(M)!et!une!extrémité!(+).!L’assemblage!des!microtubules!a!

pour!conséquence!de!promouvoir!l’hydrolyse!du!GTP,!et!ainsi!de!diminuer!l’affinité!de!

la!tubuline!pour!les!molécules!adjacentes.!Ceci!a!pour!conséquence!de!favoriser!la!

dépolymérisation!des!microtubules.!

!

!

Figure/8/:/Formation/des/microtubules.//

Représentation/des/dimères/de/tubuline/α/(violet)/et/β/(jaune),/dont/les/ajouts/successifs/forment/un/protofilament/
(B)./L’association/avec/douze/protofilaments/forment/un/microtubule/polarisé/(C,/D/et/E)/(image/provenant/du/site/
123rf.com).//

!

A B 

C 

D E 
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II.!A.!1.!b.!Polymérisation!des!microtubules!

Les!microtubules!sont!des!structures!dynamiques!dont!la!croissance!est!régulée!par!

un!processus!appelé!instabilité!dynamique.!Au!cours!de!ce!processus!les!microtubules!

subissent!une!succession!de!phases!d’assemblages!et!de!désassemblages,!et!chaque!

microtubule!subit!des!phases!de!«!rescue!»,!c’estMàMdire!de!transition!entre!un!état!de!

dépolymérisation! à! un! état! de! polymérisation,! et! à! l’inverse! des! phases! de!

«!catastrophe!»!correspondant!à!une!transition!d’un!état!de!polymérisation!vers!un!état!

de!dépolymérisation.!La!phase!de!polymérisation!des!microtubules!dépend!de!deux!

facteurs,! d’une!part! la! température,! et! d’autre!part! la! concentration!de!dimères!de!

tubuline! présente! dans! l’environnement! de! la! cellule.! A! l’inverse,! la! phase! de!

dépolymérisation!n’est!ni!influencée!par!la!concentration!en!tubuline,!ni!par!la!phase!

dans! laquelle! se! trouve! les!microtubules! environnants.! Ainsi,! dans! des! conditions!

favorables,! les!microtubules! restent! dans! une! phase! de! croissance! la!majorité! du!

temps,!tous!croissent!à!un!taux!similaire!qui!dépend!de!la!concentration!en!dimère!de!

tubuline! présente! autour! des! microtubules.! Le! taux! de! dépolymérisation! des!

microtubules!n’est!pas!affecté!par!la!concentration!en!tubuline,!s’effectue!de!manière!

plus!rapide!que!la!polymérisation!et!est!un!processus!aléatoire.!!Par!conséquent,!la!

croissance!des!microtubules!dépend!de!quatre!paramètres!:!les!taux!de!croissance!et!!!

de!décroissance,!et!la!fréquence!de!ces!deux!événements!produisant!un!déplacement!

de!l’équilibre!entre!le!taux!d’addition!de!tubuline!et!le!taux!d’hydrolyse!du!GTP.!

Ainsi,!l’ajout!plus!rapide!de!tubulineMGTP!par!rapport!à!l’hydrolyse!permet!l’addition!de!

nouvelles! molécules! de! tubulineMGTP! à! l’extrémité! (+).! Et! à! l’inverse,! un! taux! de!
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polymérisation! plus! lent! résulte! en! l’hydrolyse! du!GTP! et! donc! une! diminution! de!

l’affinité!de!la!tubuline!pour!les!molécules!adjacentes!favorisant!la!dépolymérisation.!!

Structurellement!les!mécanismes!d’assemblages!et!de!désassemblage!résultent!de!

changements!de!conformation!des!microtubules!en!fonction!de!la!présence!de!GTP!ou!

de!GDP!(figure!9,!B!et!C).!La!liaison!du!GTP!à!la!βMtubuline!joue!un!rôle!essentiel!dans!

le!processus!d’instabilité!dynamique.!La!liaison!du!GTP!aux!sousMunités!α!ou!β!des!

dimères!de!tubuline!n’a!pas!les!mêmes!conséquences.!La!liaison!du!GTP!à!la!sousM

unité!α!ne!peut!ni!être!échangé,!ni!hydrolysé,!alors!que!le!GTP!peut!être!échangé!

lorsqu’il!est! lié!à!la!sousMunité!βMtubuline!et!que!le!dimère!est! libre!en!solution.!Ces!

molécules!de!GTP!échangeables!sont!localisées!à!l’interface!entre!deux!dimères!d’un!

protofilament!et!sont!hydrolysés!en!GDP!peu!de! temps!après!avoir!été! incorporés!

(figure!9,!D).!Cette!hydrolyse!résulte!en!un!changement!de!conformation!au!niveau!de!

l’interface!entre!les!dimères.!Le!protofilament!passe!alors!d’une!conformation!droite,!à!

une!conformation!courbée!vers!l’extérieur!(figure!9,!E).!Les!interactions!latérales!entre!

les!molécules!de!GTP!fournissent!la!force!nécessaire!pour!maintenir!ces!molécules!

ensemble,!leur!permettant!de!résister!à!la!tendance!naturelle!des!protofilaments!liés!au!

GDP!à!se!courber!vers!l’extérieur.!Les!sousMunités!de!tubulines!les!plus!proches!de!

l’extrémité!(+)!ont!plus!tendance!à!lier!du!GTP,!formant!ainsi!ce!qu’on!appelle!la!coiffe!

GTP!(GTPMcap),!protégeant!les!microtubules!de!la!dépolymérisation!(figure!9,!F!et!G).!!

Le!mécanisme!impliqué!dans!la!phase!de!rescue!n’a!pas!encore!été!déterminé.!Il!a!

d’abord!été!postulé!que!l’ajout!de!nouveaux!dimères!de!tubuline!lors!de!la!phase!de!

dépolymérisation! empêche! une! accentuation! du! processus.! L’observation! des!

microtubules,!a!par!la!suite!révélé!que!les!filaments!contiennent!des!patchs!de!tubuline!
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liée! au!GTP.! Il! a! été! fait! l’hypothèse! que! ces! ilots! de! tubuline!GTP! contribuent! à!

empêcher!la!dépolymérisation!des!microtubules.!

!

!

Figure/9/:/Diagramme/des/microtubules.//

(A)/ Arrangement/ latéral/ des/ dimères/ de/ Tubuline./ (B,C)/ L’hydrolyse/ du/ GTP/ provoque/ un/ changement/ de/
conformation/des/protofilaments./Alors/que/la/Tubuline#GTP/a/une/conformation/droite/(B),/la/Tubuline/liée/au/GDP,/
se/courbe/vers/l’extérieur./(D#G)/Dépolymérisation/et/rescue/des/microtubules./Simultanément/à/l’incorporation/de/
nouveaux/dimères/de/Tubuline#GTP/(D),/les/molécules/de/Tubuline#GTP/sont/rapidement/hydrolysées,/et/la/plupart/
des/dimères/deviennent/des/dimères/de/Tubuline#GDP/(E)./La/dépolymérisation/peut/être/arrêtée/par/les/dimères/
de/Tubuline/restant/:/la/rescue/(F)./L’ajout/de/nouveaux/dimères/de/Tubuline#GTP/permet/la/reprise/de/la/croissance/
des/microtubules./(Horio/&/Murata,/2014)/

!

!

!
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II.!B.!Formation!du!fuseau!mitotique!

La!formation!du!fuseau!mitotique!est!une!étape!clé!de!la!division!du!matériel!génétique!

entre!les!deux!cellules!filles,!et!a!fait!l’objet!de!nombreuses!études!et!hypothèses!quant!

aux!mécanismes!impliqués.!Parmi!les!modèles!proposés,!celui!de!Search!and!Capture!

a!longtemps!été!privilégié,!mais!a!été!montré!comme!étant! insuffisant!eu!égard!au!

processus!de!division!cellulaire!dans!son!ensemble.!

!

II.!B.!1.!Mécanismes!de!formation!du!fuseau!mitotique!

II.!B.!1.!a.!Search!and!Capture!

Le!mécanisme!de!search!and!capture!représente!le!modèle!prédominant!de!formation!

du! fuseau!mitotique.!Dans!ce!modèle,! les!microtubules!émanant!des!centrosomes!

sondent! aléatoirement! le! cytoplasme! à! la! recherche! (search)! des! chromosomes!

jusqu’à!ce!qu’ils!soient!capturés!(capture)!et!stabilisés!par!un!des!kinétochores!présents!

aux! centromères! (Holy!&!Leibler,! 1994).!Ces! chromosomes! sont! alors! dits!monoM

orientés!car!ils!ne!sont!attachés!qu’à!un!seul!centrosome!et!oscillent!à!proximité!de!ce!

pôle!du!fuseau!jusqu’à!ce!qu’ils!soient!capturés!par!un!microtubule!provenant!de!l’autre!

centrosome!(figure!10).!Ils!deviennent!alors!biMorientés!et!se!déplacent!vers!le!centre!

de! la! cellule.! Ainsi,! la! probabilité! que! les!microtubules! se! lient! aux! chromosomes!

dépend!directement!de!leur!activité!de!polymérisation.!Or,!il!a!été!montré!que!la!kinase!

mitotique!Aurora!A!est!requise!pour!la!maturation!des!centrosomes!et!l’accroissement!

de!l’activité!de!polymérisation!des!microtubules!par!phosphorylation!du!résidu!Sérine!

863!de!la!protéine!centrosomale!TACC!(Brittle!&!Ohkura,!2005).!!!
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Figure/10/:/Modèle/de/search/and/capture./

/Le/modèle/de/search/and/capture/stipule/que/les/microtubules/émanant/des/centrosomes/sondent/le/cytoplasme/
(search)/jusqu’à/ce/qu’ils/forment/une/interaction/avec/les/kinétochores/des/chromosomes./En/vert/sont/représentés/
les/ microtubules/ en/ phase/ de/ polymérisation/ sondant/ le/ cytoplasme,/ en/ bleu/ les/ microtubules/ attachés/ aux/
kinétochores/ et/ en/ rouge,/ les/ microtubules/ en/ phase/ de/ dépolymérisation,/ c’est#à#dire/ n’ayant/ formé/ aucune/
interaction/avec/les/kinétochores./

!

Toutefois,! l’observation! du! déroulement! de! la! mitose! et! l’utilisation! de! modèles!

mathématiques!remettent!en!question!ce!mécanisme.!Bien!que!celuiMci!semble!fournir!

une! explication! satisfaisante! quant! à! la! formation! du! fuseau! mitotique,! il! est! en!

contradiction!avec!les!données!expérimentales!in#vivo.!Il!a,!en!effet,!été!observé!que!la!

prométaphase,!notamment!dans!les!cellules!HeLa!dure!environ!trente!minutes.!Or,!les!

simulations!informatiques!générées!à!partir!de!modèles!mathématiques!montrent!que!

le! mécanisme! de! search! and! capture! ne! peut! être! efficace! seul.! Afin! d’évaluer!

l’efficacité!de!ce!modèle,!Wollman!et!al.!(Wollman!et!al.,!2005)!ont!généré!un!modèle!

nonMbiaisé!dans!lequel!seul!le!mécanisme!de!search!and!capture!permet!d’attacher!les!

microtubules! aux! kinétochores! et,! un!modèle! biaisé! dans! lequel! d’autres! facteurs!

extérieurs!interviennent,!dans!ce!cas,!le!gradient!RanMGTP.!Dans!ces!simulations,!les!
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chromosomes!sont!placés!aléatoirement!par!un!ordinateur!dans!une!sphère!de!10um!

de!rayon,!les!kinétochores!sont!dirigés!vers!les!pôles!du!fuseau!mitotique,!de!manière!

à!ce!que!tous!les!kinétochores!soient!biMorientés.!Un!nombre!aléatoire!est!généré!pour!

représenter!le!nombre!de!recherches!infructueuses!de!la!part!des!microtubules,!c’estM

àMdire,!de!recherches!ne!résultant!pas!en!une!interaction!stable!avec!les!kinétochores.!

Enfin,!le!temps!moyen!de!capture!a!été!défini!comme!étant!le!temps!nécessaire!pour!

que!tous!les!chromosomes!présents!dans!la!sphère!soient!attachés!aux!microtubules.!

Le!résultat!des!simulations!a!montré!que!le!temps!moyen!de!capture!est!d’environ!cinq!

cent! onze!minutes!et! cent! vingt! cinq!minutes,! quand!deux! cent! cinquante!et!mille!

microtubules!sont!générés,!respectivement.!Ce!temps!s’accroît!lorsque!la!fréquence!

de!dépolymérisation!est!prise!en!compte.!L’introduction!d’un!gradient!!de!RanMGTP!

diminuant! à! distance! des! chromosomes,! permet! de! stabiliser! les! microtubules! à!

proximité!des!chromosomes!et!de!diminuer!le!temps!moyen!de!capture,!à!une!valeur!

proche!de!celle!observée!expérimentalement.!En!effet,!celuiMci!est!de!quarante!huit!

minutes!pour!deux!cent!cinquante!microtubules!générés!et!de!onze!minutes!pour!mille!

microtubules!générés.!Ces!résultats!suggèrent!donc!qu’il!existe!bien!un!autre!facteur!

permettant!aux!microtubules!de!croître!suffisamment!dans!la!bonne!direction,!et!de!

réduire!le!temps!de!croissance!dans!la!mauvaise.!

!

II.!B.!1.!b.!AutoM!assemblage!

Ce! modèle! stipule! que! les! microtubules! se! forment! autour! des! chromosomes!

indépendamment!de!la!présence!des!centrosomes,!et!s’organisent!en!un!réseau!antiM

parallèle!qui!génère!un!fuseau!bipolaire!(figure!11).!Les!expériences!!d’ablation!des!
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centrosomes!ont!montré!que!cette!structure!est!certes!requise!pour!la!formation!d’un!

fuseau!mitotique,!mais!n’est!pas!indispensable!(Khodjakov,!Cole,!Oakley,!&!Rieder,!

2000).!Par!ailleurs,!Khodjakov!(Khodjakov!&!Rieder,!2001)!a!aussi!montré!qu’un!tel!

fuseau,! centrosomeMindépendant,! est! fonctionnel! car! capable! de! ségréger! les!

chromatides!sœurs!lors!de!l’anaphase.!Toutefois,! la!distance!entre!les!chromatides!

sœurs!est!plus!faible!que!dans!les!cellules!contrôles,!et!des!ponts!de!chromatines!sont!

souvent!observés.!Ce!dernier!phénotype!s’explique!par!le!fait!que!la!ségrégation!des!

chromatides! n’est! probablement! pas! suffisante! pour! complétement! partitionner! les!

chromosomes!les!plus!longs.!!

La!question!qui!se!pose!alors!est!de!savoir!comment!le!fuseau!mitotique!peut!se!former!

sans!centrosome.! Il!a!été!montré!que! la!nucléation!des!microtubules!n’a!pas!pour!

origine!les!centrosomes!euxMmêmes,!mais!se!fait!à!partir!du!γMTURC!localisé!dans!le!

PCM.!Le!γMTURC!est!un!complexe!formé!par!l’assemblage!en!anneau!de!dix!à!treize!

molécules!de!γMtubuline!servant!de!site!d’initiation!à!l’assemblage!des!microtubules.!

Une!protéine!en!particulier!joue!un!rôle!important!dans!la!nucléation!des!microtubules!

du!fuseau,!NEDD1/GCPMWD.!En!effet,!cette!protéine!permet!la!localisation!de!γMTURC!

aux!centrosomes!et!la!formation!d’un!fuseau!normal,!alors!que!sa!déplétion!résulte!en!

une!perte!de!γMTURC!des!centrosomes!et!par!conséquent!un!défaut!de!nucléation!aux!

centrosomes!(Haren!et!al.,!2006),!ainsi!qu’une!non!polymérisation!des!microtubules!

dépendant!de!la!chromatine!(Lüders,!Patel,!&!Stearns,!2006).!!
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Figure/11/:/Modèle/d’auto#assemblage./

Dans/ ce/ modèle,/ la/ polymérisation/ des/ microtubules/ se/ fait/ autour/ des/ bras/ de/ chromosome,/ de/ manière/
indépendante/des/centrosomes,/et/permet/la/formation/d’un/fuseau/mitotique/fonctionnel./

!

II.!B.!1.!c.!Gradient!RanMGTP!

Ran!est!une!GTPase!qui!contrôle!le!transport!nucléoMcytoplasmique!par!l’intermédiaire!

des!protéines!chaperones,!les!importines!α!et!β.!En!dehors!de!la!mitose,!le!RanMGDP!

présent!dans!le!cytoplasme!favorise!l’interaction!avec!les!substrats!des!transporteurs!

nucléaires,!alors!que! le!RanMGTP!présent!dans! le!noyau! favorise! leur!dissociation!

(Güttler!&!Görlich,! 2011).! La! fin!de! la!prophase!est! caractérisée!par! la! rupture!de!

l’enveloppe!nucléaire,!résultant!en!la!formation!d’un!gradient!RanMGTP!à!proximité!des!

chromosomes,! sur! lesquels! la!RanGEF!RCC1! se! lie! (Clarke! &! Zhang,! 2008).! La!

formation!de!ce!gradient!est!importante!pour!l’interaction!entre!les!microtubules!et!les!

chromosomes.!La!forte!concentration!de!RanMGTP!autour!de!chromosomes!permet!la!

dissociation!entre!l’importine!β!et!ses!partenaires!d’interactions!(les!Spindle!Assembly!
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Factors,!SAFs),!dont!plusieurs!permettent!de!stabiliser!ou!de!favoriser!la!polymérisation!

des!microtubules!(CarazoMSalas,!Gruss,!Mattaj,!&!Karsenti,!2001l!Gruss!et!al.,!2001l!

Kalab,!Weis,!&!Heald,!2002l!Wilde!et!al.,!2001).!Par!conséquent,! l’interaction!RanM

RCC1! créerait! un! environnement! favorable! à! la! nucléation! et! stabilisation! des!

microtubules!ainsi!qu’à!l’organisation!bipolaire!du!fuseau!mitotique,!particulièrement!à!

proximité!des!chromosomes! (figure!12).!L’abolition!de!ce!gradient!par! inhibition!de!

RCC1!ou! introduction!d’un!excès!de!RanMGDP!dans! les!œufs!de!Xénopes!a!pour!

conséquence!d’altérer!l’assemblage!du!fuseau!mitotique!dépendant!de!la!chromatine.!

Les!SAFs!peuvent!être!classés!en!deux!catégories!:!ceux!interagissant!directement!

avec!les!importines!en!tant!que!cargos!d’une!part,!et!ceux!fonctionnant!plus!en!aval!et!

régulés!par!/!ou!en!complexe!avec!les!cargos.!Un!exemple!de!SAF!de!la!première!

catégorie!est!TPX2,!un!médiateur!clé!dans!la!nucléation!des!microtubules!dépendant!

de! la! chromatine.!La!déplétion!de!TPX2!abolit! complétement! la!nucléation!de!ces!

microtubules!(Tulu,!Fagerstrom,!Ferenz,!&!Wadsworth,!2006).!Or,!il!a!été!montré!que!

l’activité!de!TPX2!est!régulée!par!l’importine!α!(Schatz!et!al.,!2003).!!

L’altération!de!l’activité!des!protéines!motrices!peut!aussi!avoir!une!influence!sur! la!

nucléation!des!microtubules.!C’est!le!cas!par!exemple!de!XCTK2,!qui!interagit!avec!les!

importines!α!et!β!par!l’intermédiaire!d’une!NLS!biMpartite!localisée!à!proximité!du!site!de!

liaison! des!microtubules.! La! liaison! des! importines! à! XTCK2! inhibe! la! liaison! aux!

microtubules.!Cette!inhibition!est!levée!par!l’ajout!de!RanMGTP!(EmsMMcClung,!Zheng,!

&!Walczak,!2004).!!

!
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Figure/12/:/Modèle/du/gradient/Ran#GTP.//

Le/gradient/de/concentration/du/Ran#GTP/est/plus/élevé/(vert)/au/centre/de/la/cellule/et/diminue/à/proximité/(rouge)/
de/la/membrane/plasmique./La/polymérisation/des/microtubules/est/favorisée/à/proximité/du/centre/de/la/cellule/
(vert)/et/défavorisé/à/proximité/du/cortex/(rouge)./

!

II.!B.!2.!Attachement!des!microtubules!aux!chromosomes!

Les!kinétochores!sont!constitués!d’un!peu!moins!de!cent!protéines!qui! lient! l’ADN!

centromériques!aux!microtubules.!Ces!protéines!forment!deux!réseaux,!le!Constitutive!

CentromereMAssociated!Network!(CCAN)!localisé!aux!centromères!et!qui!permet! le!

recrutement!des!protéines!centromériques,!et!le!KMN!network!permettant!d’une!part!la!

liaison!des!kinétochores!aux!microtubules,!et!impliqué!dans!la!signalisation!du!SAC.!Le!

KMN!network!est!composé!de! la!protéine!Knl1,!Mis12!constituée!par!quatre!sousM

unités,!et!du!complexe!Ndc80,!ce!dernier!jouant!un!rôle!majeur!dans!la!fonction!de!

KMN.!Il!a!en!effet!été!montré!que!l’interférence!de!ce!complexe!entraîne!des!défauts!

d’attachement!des!microtubules!aux!kinétochores,!de!congression!des!chromosomes!

et!de!ségrégation!des!chromatides!sœurs.!Le!complexe!Ndc80!est!un!hétérotétramère!
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comprenant!quatre!protéines!:!Ndc80/Hec1,!Nuf2,!Spc24!et!Spc25.!L’interaction!entre!

les!régions!en!coude!de!Nuf2!et!Ndc80/Hec1,!et!de!Spc24!et!Spc25!génèrent!des!

extrémités! possédant! des! fonctions! différentes.! Les! domaines! globulaires! de!

Ndc80/Hec1MNuf2!se!replient!pour!former!un!Calponin!Homology!Domain,!permettant!

l’interaction!avec!les!microtubules.!L’extrémité!formée!par!Spc24MSpc25!permet!quant!

à!elle!de! former!une! interaction!directe!avec!Mis12!et/ou!avec! les!constituants!du!

CCAN.! Par! ailleurs,! au! sein! du! réseau! KMN,! une! autre! protéine! semble! avoir! la!

capacité!d’interagir!directement!avec!les!microtubules!:!Kln1/Spc105.!Les!composants!

purifiés!du!réseau!KMN!peuvent!s’assembler!en!un!complexe!plus! important!dans!

lequel!une!interface!de!liaison!est!générée!par!Kln1/Spc105!et!Mis12!(figure!13).!Une!

hypothèse! stipule! qu’une! extrémité! du! complexe! Ndc80! comprenant! le! dimère!

globulaire!Spc24!et!Spc25,!est!requise!pour!s’attacher!à!un!complexe!formé!par!Knl1M

Mis12.!Cette!interaction!pourrait!induire!un!réarrangement!du!complexe!Ndc80!dans!

une!position!favorisant!l’interaction!entre!Ndc80/Hec1MNuf2!et!les!microtubules!(figure!

14,!A).!!!
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Figure/13/:/Attachement/microtubule#kinétochore.//

Représentation/de/l’interface/entre/les/microtubules/et/les/kinétochores./Les/protéines/Spc24/et/Spc25/permettent/
l’interaction/ entre/ le/ complexe/ Ndc80/ et/ la/ plaque/ interne/ des/ kinétochores,/ à/ l’opposé,/ Ndc80/Hec1/ et/ Nuf2/
permettent/ la/ liaison/ avec/ la/ plaque/ externe/ des/ kinétochores./Mis12/ pourrait/ jouer/ un/ rôle/ de/ liaison/ entre/ le/
complexe/Ndc80/et/Knl1/Spc105/(Ciferri,/Musacchio,/&/Petrovic,/2007).///

!

Coupler!le!mouvement!des!chromosomes!à!la!dynamique!des!microtubules!requiert!

une! interaction! robuste! entre! les! centromères! et! les! microtubules! kinétochoriens.!

L’imagerie!haute!résolution!du!complexe!formé!a!permis!d’élucider!le!mécanisme.!Le!

maintien!de! l’interaction!entre! les! kinétochores!et! les!microtubules! se! fait! de! deux!

manières!dépendantes!de!la!protéine!NDC80.!D’un!côté,!l’interaction!électrostatique!

générée!entre!la!partie!NMTerminale!basique!de!NDC80!et!la!partie!acide!EMHook!de!la!

tubuline,!qui!contient!des!résidus!acides!Glu!et!Asp,!conférent!ainsi!une!affinité.!D’autre!

part,!le!complexe!NDC80!se!lie!aux!microtubules!par!reconnaissance!des!interfaces!

intraM!et!intertubuline!de!l’α!et!βMtubuline!(figure!14,!C).!Ceci!permet!une!interaction!de!

la!partie!globulaire!de!Ndc80/Hec1MNuf2! tous! les!4nm!au! lieu!des!8nm!des!autres!
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MAPs,! et! facilite! l’oligomérisation! du! complexe! Ndc80! sur! les! microtubules!

préférentiellement! dans! une! conformation! droite.! Ainsi,! Foley! et! Kapoor! (2013)!

proposent!que!la!courbure!des!microtubules!lors!de!leurs!dépolymérisations!favorise!le!

déplacement!des!complexes!Ndc80!à!proximité.!La!coopération!entre!les!complexes!

Ndc80!permet!de!maintenir!l’interaction!avec!les!microtubules!et!le!déplacement!vers!

l’extrémité!(M)!(figure!13,!C).!!

!

!

!
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Figure/14/:/Organisation/du/réseau/KNM./

/(a)/Représentation/schématique/du/réseau/KMN/à/l’interface/kinétochore#microtubule./(b)/Schéma/représentant/
le/complexe/Ndc80./(c)/Modèle/de/l’interaction/entre/le/complexe/Ndc80/et/les/microtubules./Le/complexe/Ndc8à/
reconnaît/la/région/entre/les/sous#unités/monomériques/α#/et/β#tubulines/(haut)./Ceci/permet/au/complexe/Ndc80/
de/se/lier/préférentiellement/aux/microtubules/ayant/une/conformation/droite/lors/de/la/dépolymérisation/(milieu)./
Par/ conséquent,/ le/ changement/ de/ conformation/ de/ l’extrémité/ (+)/ des/microtubules/ induit/ le/ détachement/ du/
complexe/Ndc80/des/microtubules,/et/par/diffusion/glisse/vers/l’extrémité/(#)/des/microtubules/(bas)/(Foley,/Foley,/
Kapoor,/&/Kapoor,/2013)./

!

La! kinase! Aurora! B! a! aussi! été!montré! comme! jouant! un! rôle! important! dans! la!

stabilisation!de!l’interaction!entre!les!kinétochores!et!les!microtubules.!Un!des!rôles!de!

Aurora!B!est!de!faciliter!la!biMorientation!des!chromosomes.!L’inhibition!de!cette!kinase!

entraîne! en! effet! un! accroissement! des! défauts! d’attachements! mérotéliques! ou!
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syntéliques,!c’estMàMdire!lorsque!deux!microtubules!kinétochoriens!provenant!des!pôles!

du! fuseau!mitotique!s’attachent!au!même!kinétochore,!ou! lorsque! les!microtubules!

kinétochoriens!du!même!pôle!s’attachent!aux!kinétochores!de!chaque!centromère,!

respectivement.!Ndc80/Hec1!peut!être!phosphorylé!dans!sa!partie!NMTerminal!in#vitro.!

Cette!phosphorylation!provoque!une!diminution!significative!de!l’interaction!avec!les!

microtubules!(Foley!et!al.,!2013).!!!

!

II.!B.!3.Congression!des!chromosomes!

La! congression! des! chromosomes! correspond! au! processus! par! lequel! les!

chromosomes!s’alignent!en!une!plaque!métaphasique.!

Il!existe!deux!modèles!permettant!d’expliquer!le!mécanisme!par!lequel!cet!événement!

arrive.!Le!modèle!de!«!Lead!and!Trail!»!stipule!qu’un!chromosome!monoMorienté!est!

attaché!par!les!microtubules!et!se!déplace!vers!ce!pôle!jusqu’à!ce!qu’il!soit!capturé!par!

des! microtubules! émanant! du! pôle! opposé! (McEwen,! Heagle,! Cassels,! Buttle,! &!

Rieder,!1997).!Une!des!forces!majeures!permettant!le!mouvement!vers!le!centre!de!la!

cellule!est!générée!par!la!dépolymérisation!de!l’extrémité!(M)!des!microtubules!liés!au!

kinétochore.! L’autre! modèle! stipule! que! l’ensemble! des! chromosomes! et! pas!

seulement! les! kinétochores! participent! à! la! congression.! Les! chromosomes! se!

déplacent!vers!la!plaque!métaphasique!sous!l’action!de!protéines!motrices!telles!que!

Xklp1!ou!Kid.!

! !
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III.!Le!Spindle!Assembly!Checkpoint!

Le!point!de!contrôle!métaphasique!permet!de!retarder!la!ségrégation!des!chromatides!

sœurs!en!générant!un!signal!jusqu’à!ce!que!tous!les!kinétochores!soient!correctement!

attachés!au!fuseau!mitotique,!et!assure!ainsi!un!partitionnement!équivalent!du!matériel!

génétique.!Ce!point!de!contrôle!a!d’abord!été!décrit!dans!la!levure,!et!comme!étant!

composé!des!protéines!Mad1,!Mad2,!Mad3,!Bub1!et!Bub3,!ainsi!que!la!kinase!Msp1!

(LaraMGonzalez,!Westhorpe,!&!Taylor,!2012),! localisés!au!niveau!des!kinétochores!

dépourvus!d’interaction!avec!les!microtubules.!Le!fonctionnement!du!SAC!repose!sur!

trois!événements,!dans!un!premier!temps!le!recrutement!des!protéines!du!point!de!

contrôle!au!niveau!des!kinétochores!puis,!la!formation!d’un!complexe!inhibiteur,!le!MCC!

(Mitotic!Checkpoint!Complex)!dont!la!fonction!est!de!séquestrer!Cdc20,!requis!pour!

l’activation! de! l’APC/C! impliqué! dans! la! dégradation! par! le! protéasome,! et! enfin!

l’inhibition!du!SAC!lorsque!les!kinétochores!sont!attachés!aux!microtubules.!

!

III.!A.!Recrutement!des!protéines!du!SAC!aux!kinétochores!

Les!kinétochores!sont!des!structures!complexes!composées!par!plus!d’une!centaine!

de!protéines.!La!chromatine!centromérique!spécifiée!par!les!nucléosomes!et!la!variante!

de!l’Histone!H3,!CENPMA!permet!le!recrutement!du!CCAN.!Lors!de!l’entrée!en!mitose,!

le!CCAN!assemble!le!réseau!KMN!formant!ainsi!la!partie!extérieure!des!kinétochores.!

Un!autre!complexe!joue!un!rôle!important!dans!la!signalisation!du!SAC!:!le!complexe!

RZZ.!Ce!complexe,!conservé!chez!les!eucaryotes,!est!constitué!par!l’assemblage!de!

trois! protéines! :! Zw10,! Rod! et! Zwilch.! Ce! complexe! est! aussi! impliqué! dans!
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l’attachement!des!microtubules!aux!kinétochores!et!est!recruté!par!Ndc80!qui!en!retour!

permet!le!recrutement!de!Mad1!et!Mad2.!!

Le!mécanisme!par! lequel! les! protéines!qui! constituent! le!SAC!sont! recrutées! aux!

kinétochores!reste!élusif.!Toutefois,!il!est!apparu!que!cet!événement!se!fait!par!étapes!

successives!et!dépend!de!la!présence!de!la!kinase!Bub1!aux!kinétochores!en!début!

de!prophase,!permettant!ainsi!le!recrutement!de!Mad1,!Mad2,!BubR1!et!Bub3.!Par!

ailleurs,!le!recrutement!de!Bub1!aux!kinétochores!est!médié!par!l’interaction!avec!la!

protéine!Knl1!du!réseau!KMN!(LaraMGonzalez!et!al.,!2012).!

!

III.!B.!Formation!du!complexe!MCC!

Le!MCC!est!constitué!de!trois!protéines!Mad2,!BubR1!et!Bub3!formant!un!complexe!

qui! interagit!avec,!et! inhibe!Cdc20.!L’assemblage!de!ce!complexe!se! fait!en!deux!

étapes.!

Mad2!existe!sous!deux!conformations!:!ouverte!(Mad2O)!lorsqu’elle!n’est!pas!liée!à!une!

protéine!et!présente!dans!le!cytoplasme,!et!une!conformation!fermée!(Mad2C)!liée!à!

Mad1.!Première!étape,!en!début!de!mitose,!le!complexe!Mad1MMad2C!est!recruté!aux!

kinétochores.!Ce!complexe!permet!le!recrutement!de!Mad2O!présent!dans!le!cytosol,!

par! dimérisation! de! Mad2CMMad2O! et! permettant! le! recrutement! de! Cdc20.! En!

deuxième!étape,!la!formation!du!complexe!Mad2OMCdc20!favorise!le!recrutement!de!

BubR1MMad3!par!la!KEN!box!et!le!motif!TPR!de!BubR1!et!de!Mad3,!respectivement!

(figure!15).!L’ensemble!de!ces!protéines!s’associent!et! forment!alors!une!structure!

piégeant!Cdc20!empêchant!l’interaction!de!la!protéine!avec!l’APC/C!et!par!conséquent!

résultant!en!son!inhibition!(LaraMGonzalez!et!al.,!2012).!
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!

!

Figure/15/:/Modèle/d’activation/du/Spindle/Assembly/Checkpoint.//

(A)/Constituants/du/SAC./Les/protéines/Mad2/dans/la/conformation/ouverte/(vert)/et/fermée/(rouge)/ont/la/capactié/
de/se/dimériser./Le/dimère/Mad1/forme/un/complexe/avec/Mad2/dans/sa/conformation/fermée./La/protéine/p31comet/
se/lie/à/Mad2/dans/sa/conformation/fermée,/et/la/kinase/Mps1./(B)/Modèle/d’activation/du/SAC/par/Mad2./Mad1/et/
Mad2/interagissent/ensemble/pour/former/un/complexe/Mad1#C#Mad2./En/interphase,/ce/complexe/interagit/avec/
p31comet./La/liaison/du/complexe/au/kinétochore/permet/d’interrompre/la/liaison/entre/Mad1#C#Mad2/et/p31comet,/ce/
qui/permet/le/recrutement/de/Mad2/dans/sa/conformation/ouverte./L’interaction/entre/O#Mad2/et/Cdc20/permet/le/
changement/de/conformation/de/O#Mad2/en/C#Mad2,/permettant/ainsi/le/recrutement/des/protéines/BubR1/et/Bub#
3/résultant/en/la/formation/du/complexe/MCC./Au/cours/de/ce/processus,/Mps1/joue/deux/rôles,/d’une/part/elle/
permet/le/recrutement/du/complexe/Mad1#C#Mad2/en/début/de/mitose/(i),/et/d’autre/part,/sa/propre/libération/des/
kinétochores/permettant/le/recrutement/de/O#Mad2/au/complexe/Mad1#C#Mad2/(ii)/(Gonzalez/&/Gonzalez,/2003)./

!
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III.!C.!Inhibition!du!SAC!

Le!mécanisme!de!l’inhibition!du!SAC!et!de!la!reprise!de!la!progression!de!la!division!

cellulaire! reste!mal!compris,!et!en!conséquence!plusieurs!modèles!ont!été!mis!en!

avant.!!

Le! modèle! de! la! Dynéine! suggère! que! cette! protéine! motrice,! qui! se! lie! aux!

kinétochores!lorsqu’ils!ne!sont!pas!attachés!aux!microtubules,!permet!la!délocalisation!

des!protéines!Mad1!et!Mad2!des!kinétochores!lors!de!l’attachement!des!microtubules!

aux!kinétochores.!!

Un!autre!modèle!propose!que! l’inhibition!du!SAC!provienne!du!désassemblage!du!

MCC.!La!protéine!p31comet!interagit!avec!Mad2c!empêchant!ainsi! le! recrutement!de!

Mad2o.!Il!a!donc!été!suggéré!que!p31comet!joue!le!rôle!de!coiffe!de!Mad1MMad2c!et!que!

l’interaction!avec!Cdc20,!produise!la!dissociation!du!complexe!MCC.!

Enfin,!l’inhibition!du!SAC!pourrait!aussi!résulter!de!la!déphosphorylation!des!substrats!

de! Aurora.! Parmi! les! composants! du! SAC,! Mps1! est! une! kinase! permettant! la!

phosphorylation!de!Knl1!et!ainsi!le!recrutement!de!protéines!du!SAC!aux!kinétochores.!

Ce!modèle!assume!donc!que!si!la!phosphorylation!de!protéines!du!SAC!par!Mps1!

permet!de!générer!le!signal!d’activation!du!point!de!contrôle,!alors!la!déphosphorylation!

permettrait! l’inhibition.! Il! a! récemment! été!montré! que!Knl1!peut! recruter!PP1!aux!

kinétochores!par!l’intermédiaire!d’un!motif!RSVF!résultant!en!la!déphosphorylation!des!

substrats!de!Aurora!B!aux!kinétochores!pour!stabiliser!l’interaction.!!!!

Quel!que!soit! le!mécanisme! impliqué!dans! l’inhibition!du!SAC,!celleMci!permet!aux!

cellules!en!mitose!de!rentrer!en!anaphase.!!
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La! protéolyse! médiée! par! ubiquitine! est! facilitée! par! l’enzyme! E2! qui! transporte!

l’ubiquitine,!et!l’enzyme!E3,!une!ubiquitine!ligase!qui!interagit!avec!E2!et!le!substrat!pour!

les!amener!à!proximité!l’une!de!l’autre.!E2!transfert!l’ubiquitine!à!la!Lysine!disponible!la!

plus!proche,! résultant!en! la! formation!de!chaînes!d’ubiquitine!sur! le!substrat!et!de!

chaînes!spécifiques! reconnues!par! les! récepteurs!sur! le!protéasome!26S! (Pickart,!

2001).!Ainsi,!quand!un!substrat!polyubiquitinilé!se!lie!au!protéasome,!il!est!destructuré!

par! les!ATPases!et! la! chaîne!polypeptidique!est! clivée!par!de!multiples!protéases!

(Ciechanover,!1994).!L’ubiquitine!ligase!contrôlant!la!mitose!est!l’APC/C.!

L’APC/C!reconnaît!ses!substrats!via!plusieurs!dégrons,!parmi!lesquels!la!DMBox!et!la!

KENMBox.!La!DMBox!est!un!motif!de!dix!acides!aminés!qui!interagit!avec!un!récepteur!

biMpartite! composé! de! la! sousMunité! APC10! et! d’un! deuxième! activateur! Cdc20.!

L’interaction!de!Cdc20!permet!d’activer!l’APC/C!par!le!repositionnement!de!la!sousM

unité!APC11.!Ainsi,!l’activation!de!l’APC/C!permet!la!dégradation!de!la!Cycline!B1,!ce!

qui!promeut!la!déphosphorylation!des!substrats!de!CDK1.!

Parmi! ces! substrats,! on! trouve! Sécurine.! Cette! protéine! inactive! une! enzyme,! la!

Séparase!dont!le!rôle!est!de!cliver!les!sousMunités!nonMSMC!du!complexe!cohésine!

localisé!au!niveau!des!centromères!et!qui!permet!de!maintenir!les!chromatides!sœurs!

attachées.!Cela!se!traduit!par!la!séparation!physique!des!chromatides!sœurs,!et!leur!

migration!vers!les!pôles!du!fuseau!mitotique.!

! !
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IV.!La!ségrégation!des!chromatides!sœurs!!

La!satisfaction!du!SAC!permet! la!dégradation!de! la!Cycline!B1,!et!de! la!Sécurine,!

entraînant!le!clivage!de!la!sousMunité!Kléisine!Scc1!de!la!cohésine,!et!conduisant!à!la!

ségrégation!des!chromatides!sœurs!vers!les!pôles!de!la!cellule!marquant!l‘entrée!en!

anaphase!et!la!sortie!de!mitose.!Cette!migration!des!chromatides!sœurs!vers!les!pôles!

de! la! cellule! s’effectue!en!deux!étapes! :!d’abord,!un!mouvement!des!chromatides!

sœurs!vers!les!pôles!du!fuseau!mitotique,!l’anaphase!A,!puis!le!mouvement!des!pôles!

du!fuseau!vers!les!pôles!de!la!cellule,!l’anaphase!B!(figure!16).!!

!

!

Figure/16/:La/ségrégation/des/chromatides/sœurs/au/cours/de/l’anaphase/A/et/l’anaphase/B.//

Au/cours/de/l’anaphase/A,/les/chromatides/sœurs/sont/tractées/vers/les/pôles/du/fuseau/mitotique/sans/variation/
de/la/distance/interpolaire./En/revanche,/lors/de/l’anaphase/B,/la/ségrégation/des/chromatides/sœurs/se/poursuit/
par/accroissement/de/la/distance/entre/les/pôles/du/fuseau./

!

!

!

Anaphase!A Anaphase!B 
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IV.!A.!Anaphase!A!

L’observation!de!la!ségrégation!des!chromatides!sœurs!lors!de!l’anaphase!A!a!donné!

lieu!à!plusieurs!modèles!étayés!par!des!données!expérimentales!indirectes,!et!parfois!

contradictoires.! Les! premières! expériences! visant! à! comprendre! le! mécanisme!

impliqué!directement!dans!l’anaphase!A!ont!tout!d’abord!suggéré!un!mécanisme!de!

traction!des!chromosomes!par!les!fibres!kinétochoriennes!en!direction!des!pôles!du!

fuseau!mitotique.!En!d’autres!termes,!ce!modèle!privilégiait!une!dépolymérisation!des!

microtubules!par!l’extrémité!(M)!(Forer,!1974l!Hamaguchi,!Toriyama,!Sakai,!&!Hiramoto,!

1987l!Kane!&!Forer,!n.d.).!D’autres!expériences!ont!quant!à!elles!montré!le!contraire,!

c’estMàMdire!que!la!migration!des!chromatides!sœurs!vers!les!pôles!du!fuseau!mitotique!

résultait!de!la!dépolymérisation!de!l’extrémité!(+)!des!microtubules!(Mitchison,!Evans,!

Schulze,!&!Kirschner,!1986).!Les!expériences!menées!par!Gorbsky!et!al.!(1987),!ont!

permis! de! montrer! directement! de! manière! qualitative! et! quantitative! que! la!

dépolymérisation!des!microtubules!se!faisait!par!leur!extrémité!(+).!

Le! photoblanchiment! d’une! zone! des!microtubules! du! fuseau! servant! de! point! de!

référence!a!permis!de!mesurer!la!distance!entre!les!kinétochores!et!cette!zone.!La!

distance!entre!les!kinétochores!et!les!pôles!du!fuseau!a!montré!le!rapprochement!entre!

les!chromatides!sœurs!et!de!la!zone!photoblanchie,!alors!que!la!distance!entre!cette!

zone!et!les!pôles!du!fuseau!reste!constante!(Gorbsky,!Sammak,!&!Borisy,!1987l!1988)!

(figure!17,!A).!Ces!résultats!ont!permis!de!montrer!que!le!mouvement!de!ségrégation!

des! chromatides! sœurs! lors! de! l’anaphase! A! résulte! majoritairement! de! la!

dépolymérisation!des!microtubules!par!l’extrémité!(+)!(figure!17,!B).!!!!

!!
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!

Figure/17/:/Modèle/Pacman./

(A)/Représentation/des/expériences/de/Gorbsky/et/al./ (1987)./Une/zone/des/microtubules/kinétochoriens/a/été/
photoblanchie/ (rectangle/ blanc)/ et/ la/ dynamique/ des/ microtubules/ observée./ La/ distance/ entre/ la/ zone/
photoblanchie/et/les/chromatides/sœurs/diminue,/alors/que/la/distance/entre/la/zone/photoblanchie/et/les/pôles/
reste/constante./ (B)/Le/mécanisme/Pacman/stipule/que/ les/microtubules/kinétochoriens/se/dépolymérisent/par/
l’extrémité/(+)/à/proximité/des/kinétochores./

!

Tout!en!privilégiant!ce!modèle,!Gorsby!n’exclut!pas!l’implication!d’une!dépolymérisation!

des!microtubules!à!un!autre!endroit.!Le!phénomène!de!«!treadmilling!»!observé!par!

Mitchison!et!al.,!(1986)!a!permis!de!proposer!un!modèle!alternatif,!celui!de!flux!polaire!

(Poleward!flux,!figure!18),!dans!lequel!la!dépolymérisation!des!microtubules!attachés!

aux! kinétochores! s’effectue! par! l’extrémité! (M).! Ce!modèle! est! caractérisé! par! trois!

A 

B 
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activités!:!la!polymérisation!de!l’extrémité!(+),!la!translocation!des!microtubules!vers!les!

pôles!et!la!dépolymérisation!de!l’extrémité!(M).!!

!

Figure/18/:/Modèle/de/flux/polaire.//

Le/modèle/de/flux/polaire/implique/trois/étapes./Premièrement,/la/polymérisation/des/microtubules/à/l/‘extrémité/(+)/
à/proximité/des/kinétochores,/deuxièmement,/translocation/des/sous#unités/vers/l’extrémité/(#),/et/troisièmement/
dépolymérisation/des/microtubules/à/proximité/des/pôles/du/fuseau/mitotique./

!

Les!expériences!menées!dans!différents!types!cellulaires!ont!montré!que!ces!deux!

mécanismes!ne!sont!pas!exclusifs!l’un!de!l’autre,!mais!coopèrent!en!anaphase!A.!Par!

ailleurs,!l’implication!du!modèle!Pacman!et!du!flux!polaire!des!microtubules!varie!en!

fonction!du!modèle!cellulaire!étudié.!En!effet,!dans!les!cellules!newt!lung!(Mitchison!&!

Salmon,!1992),!il!a!été!montré!que!la!contribution!du!modèle!Pacman!dans!la!migration!

des!chromatides!sœurs!vers!les!pôles!est!plus!importante!que!la!contribution!se!faisant!

par!le!modèle!de!flux!polaire.!En!revanche,!ceci!est!l’inverse!dans!les!embryons!de!

Drosophile!dans!lesquels!la!contribution!du!flux!est!importante,!alors!que!dans!les!œufs!

de!Xénopes,!les!contributions!de!l’un!et!de!l’autre!modèle!sont!équivalentes.!!
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IV.!A.!1.!Le!flux!polaire!

Le! mécanisme! de! flux! polaire! implique! généralement! au! moins! trois! activités!

enzymatiques.! Premièrement,! la! dépolymérisation! de! l’extrémité! (M)! associée! aux!

pôles,!deuxièmement,!une!activité!enzymatique!du!côté!des!centrosomes!interrompant!

l’interaction!avec!les!microtubules,!et!enfin!l’action!de!protéines!motrices!permettant!le!

glissement!des!microtubules!(figure!18).!!

!

IV.!A.!1.!a.!Dépolymérisation!des!microtubules!aux!pôles!du!fuseau!mitotique!

Les!protéines!motrices!les!plus!connues!et!les!mieux!caractérisées!dans!ce!processus!

font!partie!de!la!famille!des!Kinésines!13.!Les!membres!de!cette!famille!ne!sont!pas!

mobiles!et!se!lient!à!l’extrémité!(M)!des!microtubules!et!catalysent!leur!dépolymérisation!

in#vitro!(Desai,!Verma,!Mitchison,!&!Walczak,!1999).!La!première!Kinésine!à!avoir!été!

identifiée!comme!jouant!un!rôle!dans!la!génération!du!flux!polaire!est!Klp10A!chez!la!

Drosophile.!Les!expériences!de!déplétion!de!la!protéine!par!injection!d’anticorps!dans!

les!embryons!(Rogers!et!al.,!2004)!ou!par!ARNi!dans!les!cellules!S2!de!Drosophile!

(Buster,!Zhang,!&!Sharp,!2007l!Rath!et!al.,!2009)!ont!le!même!effet,!c’estMàMdire!une!

diminution!de!la!contribution!du!flux!polaire!au!cours!de!l’anaphase!A.!L’inhibition!des!

Kinésines! 13! dans! les! cellules! de! vertébrés! a! le! même! effet! sur! le! flux! polaire,!

démontrant! aussi! que! le! rôle! de! ces! protéines! est! conservé! (Ganem,! Upton,! &!

Compton,! 2005).! L’accumulation! de! Klp10A! aux! pôles! du! fuseau! mitotique! fait!

intervenir!deux!autres!protéines.!D’une!part!la!Dynéine,!dont!l’inhibition!dans!les!extraits!

d’œufs!de!Xénopes!ou!dans!les!cellules!de!Drosophile!résulte!en!une!délocalisation!de!

Klp10A!au!fuseau!mitotique!(Gaetz!&!Kapoor,!2004l!MoralesMMulia!&!Scholey,!2005).!
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Et! d’autre! part,! par! l’intermédiaire! de! Klp59D,! un! autre!membre! de! la! famille! des!

Kinésines! 13,! qui! semble! transporter! Klp10A! aux! pôles! en! passant! par! les!

centrosomes.!Rath!et!al.!(2009)!ont!proposé!que!ceci!permette!de!générer!une!région!

active!de!dépolymérisation!des!microtubules!au!niveau!des!pôles!(Rath!et!al.,!2009).!!

!

IV.!A.!1.!b.!Formation!d’extrémité!(M)!des!microtubules!

Les!Kinésines!13!ne!sont!pas!les!seules!protéines!qui!participent!à!la!dépolymérisation!

des!microtubules!à!proximité!des!pôles!du!fuseau!mitotique.!Les!expériences!menées!

chez! la! Drosophile! ont! permis! d’identifier! deux! autres! protéines! qui! possèdent! la!

capacité!de!couper! le! réseau!de!microtubules! in#vitro! :!DmMSpastin!et!DmMFidgetin!

(RollMMecak!&!McNally,!2010).!La!déplétion!de!l’une!ou!l’autre!de!ces!protéines!résulte!

en!la!suppression!du!flux!polaire!et!de!l’anaphase!A,!probablement!par!interférence!du!

flux!des!sousMunités!de!tubuline!aux!pôles!(D.!Zhang,!Rogers,!Buster,!&!Sharp,!2007).!

Rath!et!Sharp!(2011),!proposent!l’idée!que!ces!protéines!interrompent!l’interaction!entre!

les!pôles!du!fuseau!et!les!microtubules!de!la!façon!suivante!:!les!microtubules!émanant!

des!centrosomes!sont!protégés!de!la!dépolymérisation!par!Klp10A!(Wiese!and!Zheng,!

2000!l!Keating!and!Borisy!2000)!grâce!à!la!présence!du!complexe!γMTURC.!Cette!coiffe!

est!retirée!par!DmMSpastin!et/ou!DmMFidgetin,!ce!qui!génère!alors!une!extrémité!libre!

incorporée!aux!pôles!du!fuseau!mitotique!et!pouvant!dès!lors!être!dépolymérisée!par!

Klp10A.!!

!

!

!
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IV.!A.!1.!c.!Translocation!des!microtubules!vers!les!pôles!

La! translocation! des!microtubules! vers! les! pôles! du! fuseau!mitotique! semble! être!

gouvernée!par!Eg5,!mais!reste!sujet!à!controverse.!Eg5!est!une!protéine!motrice!de!la!

famille! des! Kinésines! 5,! pouvant! faire! glisser! les! microtubules! parallèles! et! antiM

parallèles.!Deux!expériences!aux!résultats!contradictoires!ne!permettent!pas!d’affirmer!

que!Eg5!joue!un!rôle!significatif!dans!l’activité!de!translocation.!En!effet,!l’inhibition!d’Eg5!

par! injection!d’anticorps!dirigée!contre!cette!protéine!dans!des!œufs!de!Xénopes!a!

montré!que!le!taux!de!mouvement!des!chromatides!aux!pôles!n’était!pas!affecté!(Sawin!

&!Mitchison,!1994),!alors!que!l’utilisation!de!molécules!pour!inhiber!Eg5!résulte!en!un!

effetMdose! dépendant! du! flux.! Dans! les! cellules! en! culture,! l’utilisation! du! même!

inhibiteur!ne!ralentit!pas!significativement!le!flux!suggérant!que!la!Kinésine!5!ne!joue!

pas!un!rôle!majeur!mais!contribue!au!flux!(Cameron!et!al.,!2006).!Toutefois,!il!est!à!

noter! que! la!Kinésine!5! est! nécessaire! à! la! formation!d’un! fuseau!biMpolaire,! et! la!

déplétion!de!cette!protéine!induit!la!formation!d’un!fuseau!monoplaire!(Sharp,!Rogers,!

&!Scholey,!2000).!La!déplétion!de!Eg5!et!de!la!Dynéine!cytoplasmique!restaurent!la!

formation!du!fuseau!mitotique,!toutefois,!le!flux!polaire!est!diminué!(Miyamoto,!Perlman,!

Burbank,!Groen,!&!Mitchison,!2004).!!!

! !
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IV.!A.!2.!Modèle!Pacman!

L’attachement!des!microtubules!aux!kinétochores!engendre!la!formation!d’interactions!

stables!entre!ces!deux!structures.!Par!conséquent,! le!mouvement!des!chromatides!

sœurs!vers! les!pôles!du! fuseau!mitotique!dans! le!Pacman!requiert!d’une!part!une!

enzyme! de! dépolymérisation! à! l’extrémité! (+),! d’autre! part! des! protéines! cargos!

impliquées!dans!le!transport!des!chromatides!sœurs!vers!les!pôles!du!fuseau!mitotique!

et! enfin! des! protéines! qui! vont! permettre! de!maintenir! l’interaction!microtubules! –!

kinétochores!au!cours!du!processus!de!dépolymérisation!et!transport!(figure!17).!

!

IV.!A.!2.!a.!Dépolymérisation!des!microtubules!aux!kinétochores!

Le! modèle! Pacman! nécessite! une! enzyme! permettant! la! dépolymérisation! des!

microtubules! à! l’extrémité! (+).! Cette! fonction! est! remplie! par! la! Katanine! chez! la!

Drosophile!(DmMkat60)!qui!à!l’inverse!de!Dm!Spastin!et!DmMFidgetin,!est!localisée!aux!

kinétochores!et!aux!bras!de!chromosomes!(RollMMecak!&!McNally,!2010l!D.!Zhang!et!

al.,!2007).!Il!a!été!observé!que!la!déplétion!de!cette!protéine!ralentit!l’anaphase!A!en!

supprimant!le!processus!Pacman!(Zhang!et!al.,!2007).!

!

IV.!A.!2.!b.!Maintien!de!l’interaction!entre!les!kinétochores!et!les!microtubules!!

Les!expériences!menées!chez!la!Drosophile!ont!mis!en!évidence!le!rôle!de!la!Dynéine.!

Cette!protéine!motrice!est!associée!aux!kinétochores!et!a!la!capacité!de!se!déplacer!

en!direction!des!pôles!du!fuseau,!c’estMàMdire!vers!l’extrémité!(M).!L’inhibition!de!l’activité!

de!la!Dynéine!dans!les!embryons!de!Drosophile!conduit!à!une!réduction!du!taux!de!
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déplacement! des! chromatides! sœurs! vers! les! pôles,! mais! aussi! à! un! défaut!

d’organisation!du!fuseau!qui!pourrait!être!à!l’origine!du!phénotype!observé!(Sharp!et!

al.,!2000).!Par!ailleurs,!la!mutation!de!la!protéine!ZW10,!partenaire!d’interaction!de!la!

Dynéine,!résulte!aussi!dans!des!défauts!d’anaphase!A!(Savoian,!Goldberg,!&!Rieder,!

2000).!Ces!expériences!suggèrent!un! rôle!de! la!Dynéine!dans! le!mouvement!des!

chromosomes!vers!les!pôles.!

!

IV.!A.!2.!c.!Interaction!kinétochoreMmicrotubules!

Enfin,!la!question!se!pose!de!savoir!comment!les!interactions!entre!les!microtubules!et!

les!kinétochores!sont!maintenues!lors!de!leur!dépolymérisation.!!

Une!hypothèse!est!que!cette!interaction!est!maintenue!par!des!structures!spécialisées!

telles! que! celles! formées! par! le! complexe! Dam1.! Ce! complexe! de! dix! protéines!

essentiel! pour! maintenir! l’intégrité! du! fuseau! mitotique! et! l’attachement! des!

microtubules! aux! kinétochores! (Cheeseman! et! al.,! 2001)! forme! une! structure! en!

anneau!autour!des!microtubules,!qui!se!déplace!progressivement!dessus!lors!de!leur!

dépolymérisation!(Asbury,!Gestaut,!Powers,!Franck,!&!Davis,!2006l!Westermann!et!al.,!

2006).!Toutefois,!il!n’a!pas!encore!été!identifié!jusqu’à!présent!d’orthologue!de!Dam1!

chez!les!vertébrés.!En!revanche,!le!complexe!Ndc80!dans!les!cellules!de!mammifères!

semble!jouer!un!rôle!significatif!dans!ce!processus.!!!

!
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IV.!B.!Anaphase!B!

L’anaphase!B!correspond!à!la!migration!des!pôles!du!fuseau!mitotique!vers!les!pôles!

de!la!cellule.!Ce!mouvement!résulte!des!forces!générées!par!le!fuseau!mitotique,!ainsi!

que!celles!générées!par!les!microtubules!astraux.!L’anaphase!B!nécessite!un!contrôle!

de!la!longueur!du!fuseau!mitotique.!Deux!modèles!ont!été!proposés!pour!expliquer!

comment! la! longueur! du! fuseau!mitotique!est! contrôlée! :! le!modèle! de!SlideMandM

Cluster!et!le!modèle!de!SlideMandMFluxMorMelongate.!Ces!deux!modèles!sont!basés!sur!

un!mécanisme!de!glissement!des!filaments!généré!par!les!protéines!motrices!de!la!

famille!des!Kinésines!5.!!

!

Les!expériences!conduites!dans!les!embryons!de!Drosophile!ont!permis!de!suggérer!

le!rôle!d’un!certain!nombre!de!protéines!dans!ce!processus.!Ainsi,!Klp61F!appartenant!

à!la!famille!des!Kinésines!5!pourrait!mener!le!glissement!des!microtubules!aux!pôles.!

Enfin,!Klp3A,!de!la!famille!des!Kinésines!4,!interromprait!le!flux!poleward!afin!de!coupler!

le!glissement!à!l’élongation!du!fuseau!(BrustMMascher!&!Scholey,!2002l!BrustMMascher,!

CivelekogluMScholey,!Kwon,!Mogilner,!&!Scholey,!2004).!!

Enfin,! les! protéines! MKLP1! et! MKLP2,! membres! de! la! famille! des! Kinésines! 6,!

participent!à! la! réorganisation!des! faisceaux!de!microtubules!au!niveau!du! fuseau!

central,!permettant!ainsi!le!glissement!des!microtubules.!En!effet,!l’injection!d’anticorps!

antiMMKLP1! a! pour! conséquence! de! bloquer! la! progression! mitotique! et! de!

désorganiser!le!fuseau!central!(Matuliene!&!Kuriyama,!2002l!2004l!Nislow,!Lombillo,!

Kuriyama,!&!McIntosh,!1992).!

! !
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Chapitre!2!!:!Les!Rho!GTPases!

Les!Rho!GTPases!font!partie!de!la!superfamille!Ras.!Elles!sont!impliquées!dans!de!

nombreux!processus!cellulaires!tels!que!le!réarrangement!du!cytosquelette!d’Actine,!la!

dynamique!des!microtubules,!mais!aussi!la!progression!du!cycle!cellulaire,!l’expression!

génique,!le!trafic!vésiculaire!et!la!cytokinèse!(Lundquist,!2006).!!

Découverte!en!1985!par!Madaule!dans!Aplysia,!dixMhuit!gènes!ont!par! la!suite!été!

identifiés!dans!le!génome!humain,!Rho,!Rac!et!Cdc42!étant!les!mieux!caractérisées.!

Compte!tenu!de!leur!nombre,!les!GTPases!Rho!constituent!de!fait,!la!branche!majeure!

de! la! superfamille! des! Ras! (Madaule! &! Axel,! 1985).! L’utilisation! de! différentes!

techniques!par!la!suite!ont!permis!d’identifier!plus!de!cent!effecteurs!de!Rho,!incluant!

approximativement!trente!kinases!et!un!grand!nombre!de!protéines!adaptatrices!(Hall,!

2012).!Par!ailleurs,! les!Rho!GTPases!partagent!entre!elles!une!forte!homologie!de!

séquence!et!de!structure,!et!malgré!cela,!les!réponses!cellulaires!qu’elles!induisent!sont!

très!spécifiques.!Rho!et!Rac!ont!été!montrées!comme!permettant! l’assemblage!et!

l’organisation!de!l’Actine!filamenteuse!(FMActine),!dans!deux!contextes!différents.!Alors!

que!Rho!permet!l’assemblage!des!fibres!de!stress!dans!les!fibroblastes!en!réponse!à!

une!stimulation!par!l’acide!lysophosphatidique,!Rac!permet!l’assemblage!d’un!réseau!

d’Actine!périphérique!formant!ainsi!des!protrusions,!les!lamellipodes!en!réponse!au!

PDGF! ou! l’insuline.! En! revanche,! l’activation! de! Cdc42! a! été! montrée! comme!

permettant!la!formation!de!filopodes.!!

!

!
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Par! ailleurs,! elles! agissent! comme! des! interrupteurs! moléculaires! des! voies! de!

signalisation!et!cyclent!entre!un!état!actif!lorsqu’elles!sont!liées!au!GTP!et!un!état!inactif!

quand!elles!sont!liées!au!GDP.!La!liaison!d’un!nucléotide!diM!ou!triMphosphate!induit!un!

changement!de!conformation!confiné!essentiellement!à!deux!régions!appelées!Switch!

I!et!Switch!II.!Lorsque!les!Rho!GTPases!sont!activées,!elles!adoptent!une!conformation!

favorable! à! une! interaction! de! haute! affinité! avec! une! variété! de! protéines!

fonctionnellement!divergentes,!les!effecteurs,!et!initiant!ainsi!les!voies!de!signalisation.!

La!haute!affinité!des!Rho!GTPases!pour!les!nucléotides!diM!ou!triphosphate!rend!les!

mécanismes! intrinsèques! de! libération! du! GDP! et! hydrolyse! du! GTP! lent.! Par!

conséquent,!afin!de!permettre!une!régulation!efficace!des!voies!de!signalisation,!les!

Rho!GTPases!nécessitent!des!protéines!régulatrices.!!

D’une! part,! les!Guanine!Exchange! Factors! (GEFs)! qui! permettent! d’augmenter! la!

capacité!d’échange!du!GDP!en!GTP,!et!ainsi!d’activer!les!protéines!G,!et!d’autre!part,!

les!GTPase!Activating!Proteins!qui!catalysent!l’hydrolyse!du!GTP!en!GDP!inactivant!

les!voies!de!signalisation!(Bos,!Rehmann,!&!Wittinghofer,!2007).!Et!enfin,!les!Guanine!

Dissociation! Inhibitors! (GDIs)! qui! sont! des! protéines! chaperones! sans! activité!

enzymatique!dont!les!fonctions!sont!d’inhiber!la!libération!du!GDP!et!ainsi!séquestrer!

les!Rho!GTPases!dans! le!cytoplasme,!et!protéger! les!GTPases!de! la!dégradation!

protéolytique.!

!
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I.!Structure!des!Rho!GTPases!

Les!Rho!GTPases!sont!des!protéines!monomériques!d’un!poids!moléculaire!d’environ!

20kDa.!Leur!structure!est!commune!avec!celle!des!Ras,!elles!possèdent!un!domaine!

G,!le!site!de!liaison!du!nucléotide!guanine,!une!région!hypervariable!en!CMTerminale!

impliquée!dans!la!localisation!des!Rho!GTPases!à!la!membrane!et!l’interaction!avec!

d’autres!protéines,!et!une!région!insert!caractéristique!des!Rho!GTPases!impliquée!

dans!l’interaction!avec!les!effecteurs!(figure!19,!A!et!B).!

!

!
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!

Figure/19/:/Structure/des/Rho/GTPases.//

(A)/Séquences/de/RhoA,/Rac1/et/Cdc42./Les/encadrés/en/bleu/représentent/les/domaines/G1/(résidus/12/à/19),/
G2/(34/à/40),/G3/(59/à/62),/G4/(117/à/120)/et/G5/(160/à/162)./Les/résidus/en/vert/représentent/les/régions/Switch/
I/(27/à/44)/et/Switch/II/(57/à/68)./En/orange/est/représenté/ la/région/insert/(123/à/138),/et/en/gris/ la/région/C#
Terminale/(181/à/193)/contenant/le/motif/CAAX./(B)/Structure/cristallographique/de/RhoA/liée/au/GTP/(PDB/:1A2B).////

!

I.!A.!Le!domaine!G!

Le!domaine!G!est!structuré!en!six!feuillets!β!entourés!par!cinq!hélices!α!(!+!une!hélice!

α!:!la!région!insert),!et!est!composé!de!cinq!domaines!conservés!G1!à!G5,!et!de!deux!

régions!Switch!(Schaefer,!Reinhard,!&!Hordijk,!2014).!

A 

B 
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Les!domaines!G1,!G4!et!G5!sont!capables!de!reconnaître!et!de!former!des!liaisons!

avec!le!nucléotide!guanine!quelque!soit!sa!forme!(diM!ou!triphosphate).!En!effet,!le!motif!

G1,! aussi! appelé! pMloop,! possède! un!motif! signature!Gx4GKS/T! impliqué! dans! la!

coordination!du!βMphosphate!du!nucléotide!et!l’ion!Mg2+!(Dever!et!al.,!1987l!Saraste,!

Sibbald,!&!Wittinghofer,!1990).!Les!motifs!G4!et!G5!quant!à!eux,!interagissent!avec!la!

base!guanine!par!l’intermédiaire!du!motif!N/TKxD!présent!dans!G4,!et!de!la!séquence!

SAK!présente!dans!G5!(Kjeldgaard,!Nyborg,!&!Clark,!1996).!

En! revanche,! les!motifs!G2!et!G3!présents!dans! les! régions!Switch! I! et!Switch! II!

interagissent! exclusivement! avec! la! forme! GTP! permettant! ainsi! de! stabiliser! la!

conformation.!Le!motif!G2!est!caractérisé!par!la!présence!d’une!Thréonine!conservée!

en! position! 37.! Ce! résidu! a! la! capacité! de! former! des! liaisons! hydrogènes! avec!

l’oxygène!du!γMphosphate!et!l’ion!Mg2+.!!

La!région!Switch!II!comporte!le!motif!DTAGQ/T/H!dont!la!glycine!interagit!avec!la!γM

phosphate!du!GTP!(Schaefer!et!al.,!2014).!Par!ailleurs,!le!résidu!Glutamine!63!permet!

de! coordonner! la! molécule! d’eau! nucléophile! putative! et! le! GTP,! nécessaire! à!

l’hydrolyse!du!GTP!en!GDP.!

Les! interactions!décrites!permettent!ainsi!de!mettre!en!évidence! le!mécanisme!par!

lequel!les!Rho!GTPases!interagissent!avec!leurs!effecteurs,!aussi!appelé!«!loading!–!

spring!».!Lorsque!les!Rho!GTPases!sont!liées!au!GTP,!les!Thr!37!et!Gly!62!localisés!

dans!les!régions!Switch!I!et!Switch!II,!respectivement,!forment!des!liaisons!hydrogènes!

avec!l’oxygène!du!γMphosphate.!Par!conséquent,!l’hydrolyse!de!ce!γMphosphate!par!les!

GAPs!provoque!la!rupture!de!ces! liaisons!hydrogènes,!et! la!relaxation!des!régions!

Switch! I! et! Switch! II! (figure! 20).! En! fonction! de! ces! différences! structurelles,! les!
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protéines!détectent!la!conformation!du!nucléotide!de!la!Rho!GTPase!et!interagissent!

avec!les!régions!Switch!(Ihara!et!al.,!1998l!Schaefer!et!al.,!2014).!

!

!

Figure/20:/Relaxation/des/régions/Switch/I/et/Switch/II/de/RhoA.//

Changements/de/conformation/des/régions/Switch/I/et/Switch/II/de/RhoA/liée/au/GDP/(rouge)/et/au/GTP/(vert)./
(PDB/:/1FTN/et/1A2B,/respectivement)/

!

I.!B.!La!région!insert!

La!région!insert!est!spécifique!des!Rho!GTPases!et!est!localisée!entre!les!motifs!G4!et!

G5.!Elle!permet!d’étendre! le!domaine!G!par!13!acides!aminés.!Cette! région!a!été!

montrée!comme!impliquée!dans!l’interaction!entre!les!Rho!GTPases!et!les!GEFs,!et!

dans!l’activation!des!effecteurs!(Cherfils!&!Zeghouf,!2013).!

!
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I.!C.!La!région!C\Terminale!

La! région! hypervariable! est! une! autre! importante! caractéristique! des! protéines!

appartenant!à!la!superfamille!des!Ras.!Elle!est!impliquée!dans!la!liaison!avec!d’autres!

protéines!et!détermine!la!spécificité!de!la!liaison!des!protéines!effectrices.!

Cette!région!est!caractérisée!par!la!présence!d’un!motif!CAAX!dont!le!C!représente!

une!Cystéine,!A!un!acide!aminé!aliphatique!et!X!n’importe!quel!acide!aminé!(Cox!et!

Der,!2002).!Ce!tétrapeptide!est!en!aval!d’une!séquence!de!dix!acides!aminés!impliquée!

dans!la!localisation!intracellulaire!des!GTPases.!Le!motif!CAAX!quant!à!lui!est!reconnu!

par!deux!types!d’enzymes,!la!farnesylM!ou!gérangéranyl!transférase!selon!le!contexte.!

Les!modifications!postMtraductionnelles!induites!par!ces!deux!enzymes!permettent!de!

faciliter!l’accrochage!des!GTPases!à!la!membrane.!

! !
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/

Tableau/1/:/Effets/des/mutations/et/toxines/de/RhoA/
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II.!Régulation!de!l’activité!des!Rho!GTPases!

II.!A.!Les!Guanine!Exchange!Factors!

II.!A.!1.!Fonction!

Les!Guanine!Exchange!Factors!(GEFs)!sont!des!protéines!régulatrices!capables!de!

catalyser! la! libération! du! GDP! et! de! faciliter! la! liaison! du! GTP! permettant! ainsi!

l’activation!des!voies!de!signalisation!en!aval!des!GTPases!(Bos!et!al.,!2007).!!

!

II.!A.!2.!Structure!

Les!GEFs!sont!des!protéines!multidomaines!qui!contiennent!un!domaine!catalytique!

de! 200! à! 300! acides! aminés! entourés! par! différents! domaines! impliqués! dans!

l’interaction!protéineMprotéine,!avec!la!membrane!ou!oligomérisation.!Il!existe!60!GEFs!

chez! les! humains! dont! la! spécificité! envers! les! différentes! GTPases! dépend! du!

domaine!qu’elles!contiennent!(SH3,!SH2,!PDZ,!Spectrin!et!CH!par!exemple,!figure!21).!

Les!GEFs!de!Rho!possèdent!un!domaine!catalytique!DH!invariablement!en!tandem!

avec!un!domaine!PH!(Bos!et!al.,!2007l!Cherfils!et!al.,!2013).!Ce!tandem!est!considéré!

comme!l’unité!fonctionnelle!minimale!nécessaire!à!la!fonction!des!GEFs!in#vivo./In#vitro!

le!domaine!DH!est!capable!de!dissocier!le!GDP!des!Rho!GTPases.!!

L’analyse!crystallographique!et!NMR!des!domaines!DH!des!Rho!GEFs!montrent!une!

structure! triMdimensionnelle!conservée,!organisée!en!onze!hélices!α!contenant! trois!

régions!très!conservées,!les!domaines!CR.!!

Deux!de!ces!domaines!CR1!et!CR3!participent!à!l’interaction!avec!les!GTPases.!!
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Le!domaine!PH!quant!à!lui!est!organisé!en!deux!feuillets!β!antiMparallèles!et!est!impliqué!

dans!l’interaction!des!GEFs!avec!les!lipides!membranaires,!et!peut!aussi!participer!à!la!

régulation!de!l’activité!GEF.!!

!

!

Figure/21/:/Diversité/des/RhoGEFs.//

Ce/schéma/résume/les/domaines/présents/dans/les/différentes/GEFs/appartenant/à/la/famille/des/Rho./On/peut/
remarquer/que/chaque/RhoGEF/possède/un/domaine/PH/représenté/par/un/rectangle/violet/(Viaud,/Gaits#Iacovoni,/
&/Payrastre,/2012).//

!!!!

L’étude!des!structures!cristallographiques!des!complexes!formés!entre!les!GTPases!et!

leurs!GEFs!ont!permis!d’élucider! le!mécanisme!par! lequel! l’échange!GDP!–!GTP!

intervient! (BoriackMSjodin,!Margarit,! BarMSagi,! &! Kuriyan,! 1998l! J.! Goldberg,! 1998l!

Kristelly,!Gao,!&!Tesmer,! 2004l!Renault,!Kuhlmann,!Henkel,!&!Wittinghofer,! 2001l!

Worthylake,!Rossman,!&!Sondek,!2000).!On!observe!tout!d’abord!la!formation!d’un!

complexe! ternaire!de! faible!affinité! formé!entre! la!GTPase! liée!au!GDP!et! la!GEF!

(GTPaseGDPMGEF).!La! formation!de!ce!complexe!provoque! le!déplacement!de! la!
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région!Switch! I!de! la!GTPase!et! le! remodelage!de! la! région!Switch! II!modifiant! la!

conformation!de!la!pMloop!et!provoquant!l’expulsion!du!nucléotide!(BoriackMSjodin!et!al.,!

1998l! Brünger! et! al.,! 1990).! Le! complexe! ainsi! formé! est! stabilisé! dans! une!

conformation!ouverte,!favorable!à!l’entrée!du!GTP!dans!le!site!actif! (Shimizu!et!al.,!

2000),!ce!qui!a!pour!conséquence!de!diminuer!l’affinité!du!complexe!GTPaseGTPMGEF!

et!de!provoquer!sa!dissociation.!

Ce!mécanisme!d’échange!de!nucléotides!est!conservé!dans!les!différentes!familles!de!

GTPases,!et!dont! le!complexe!a!été!décrit!dans! le!détail.!Toutefois,! les!structures!

cristallographiques! des! complexes! RhoGTPasesMRhoGEFs,! tels! que! Rac1MTiam1,!

montrent!une!différence!significative!dans!le!mécanisme!conduisant!à!l’expulsion!du!

nucléotide.!

La! formation! du! complexe! entre! Ras! et! Sos,! le! principal! GEF! de! Ras,! se! fait!

principalement!par!l’intermédiaire!de!trois!régions!:!la!pMloop!(résidus!10!à!17)!et!les!

régions!Switch!I!(25!à!40)!et!Switch!II!(57!à!75)(figure,!22).!La!formation!du!complexe!

binaire!RasGDPMSos!entraîne!l’insertion!de!l’hélice!αMH!de!Sos!dans!le!site!actif!de!Ras!

et!produit! le!déplacement!de! la! région!Switch! I!et! l’ouverture!du!site!de! liaison!du!

nucléotide.!Moléculairement,!l’insertion!de!deux!résidus!hydrophobes!de!l’hélice!αMH!

jouent!un!rôle!significatif!dans!cette!étape,!la!Leucine!938!et!la!Glutamine!942.!Cette!

dernière!forme!une!liaison!hydrogène!avec!la!Sérine!17!de!Ras,!un!ligand!de!Mg2+,!

alors!que!la!Leu938!contribue!à!augmenter!l’hydrophobicité!du!site!de!liaison!de!Mg2+.!!

L’interaction!entre!RasGDP!et!Sos!induit!aussi!des!changements!structurels!dans!la!

région!de!Switch!II!à!proximité!du!site!de!liaison!du!nucléotide!provoquant!son!exclusion!

du!site!actif.!Le!remodelage!des!interactions!entre!Sos!et!Switch!II!a!pour!conséquence!
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de!modifier!la!conformation!de!la!Lys16!de!la!pMloop!et!ainsi!d’empêcher!la!coordination!

du!Mg2+.!

En!effet,!la!compression!de!la!région!centrale!de!Switch!II!due!à!la!formation!de!trois!!!

βMturn!dans!le!complexe!RasMSos!conduit!à!l’exclusion!du!nucléotide!du!site!actif!de!

Ras.!Le!premier!βMturn!modifie!le!positionnement!de!l’Alanine!59!qui!se!réoriente!vers!

le! site! de! liaison! du! nucléotide! et! vient! obstruer! le! site! occupé! par! l’ion!Mg2+.! Le!

deuxième!βMturn!résulte!en!la!formation!de!liaisons!entre!la!Glu62!et!la!Glu60,!et!la!

Lys16!empêchant!ainsi! la!coordination!du!βMphosphate.!Enfin,! les!interactions!entre!

l’Arg68!de!Ras!et!la!Glu1002!de!Sos!interrompent!les!interactions!entre!le!résidu!Arg68!

et! les! résidus! Ala59,! Gly60! et! Gln61,! ce! qui! a! pour! conséquence! d’empêcher! la!

coordination!de!l’Arg68.!L’ensemble!de!ces!modifications!change!ainsi!la!conformation!

de! la! pMloop! et! facilite! l’expulsion! du! GDP.! Le! complexe! binaire! RasMSos,! sans!

nucléotide,!est!maintenu!dans!un!état!de! transition,!ou!conformation!ouverte!dans!

laquelle!le!site!de!liaison!du!nucléotide!est!exposé!au!solvant,!permettant!la!liaison!du!

GTP!par!sa!fraction!GMP.!!

La!liaison!du!nucléotide!a!pour!conséquence!de!diminuer!l’affinité!du!complexe!RasM

Sos!conduisant!à!sa!dissociation.!!

!
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!

Figure/22/:/Complexe/formé/entre/H#Ras/et/SOS.//

(A)/En/bleu,/est/représenté/le/N#domain/de/Sos/(résidue/568#741),/en/vert,/le/domaine/catalytique/(752#1044)./
Les/régions/Switch/I/et/Switch/II/ainsi/que/la/région/p#loop/de/Ras/sont/représentées/en/orange/et/rouge,/
respectivement./Enfin,/les/régions/conservées/(SCRs)/sont/en/cyan./(B)/Schéma/représentant/les/interactions/
entre/Ras#GTP/et/Sos,/ainsi/qu’entre/Ras/et/Sos./(Boriack#Sjodin/et/al.,/1998)/

!!

Le!mécanisme!d’échange!du!nucléotide!dans!les!GTPases!de!Rho!est!semblable!à!

celui!observé!chez!Ras.!L’interaction!de!Tiam!avec!les!deux!régions!Switchs!de!Rac1!
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provoque! un! déplacement! et! un! remodelage! des! régions! Switch! I! et! Switch! II,!

respectivement.!Ceci!a!pour!conséquence!de!bloquer!le!site!de!liaison!de!Mg2+!et!de!

provoquer! des! changements! de! conformation! du! site! de! liaison! du! nucléotide! et!

l’expulsion!du!GDP!(Worthylake!et!al.,!2000).!!

L’interaction!entre!Rac1!et!Tiam1!se!fait!principalement!par!les!régions!Switch!I!(25M39),!

Switch!II!(57M75)!et!les!résidus!dans!et!à!proximité!de!CR1!et!CR3!de!Tiam1.!La!liaison!

de!Tiam1!à!Rac1!provoque!un!changement!de!conformation!dans,!et!à!proximité!des!

deux!régions!Switchs.!Au!contraire!!d’autres!structures!GEFMGTPase,!la!structure!de!la!

pMloop!de!Rac1!(10M17)!n’est!pas!modifiée,!mais!est!coordonnée!avec!un!ion!sulfate!

mimant!l’interaction!avec!le!βMphosphate.!Le!déplacement!de!la!région!Switch!I!vers!le!

site!de!liaison!du!nucléotide!a!pour!effet!de!placer!Ile33!à!proximité!de!ce!site!et!ainsi!

empêcher!l’accès!au!site!actif.!Le!changement!de!position!de!ce!résidu!a!aussi!pour!

conséquence!d’interrompre!les!liaisons!hydrogènes!entre!la!Cys18!et!l’αMphosphate!du!

nucléotide.!Enfin,!le!déplacement!de!la!Phe28!diminue!l’affinité!de!l’interaction!avec!la!

base!guanine!du!nucléotide.!La!conséquence!la!plus!significative!de!l’altération!de!la!

région!Switch!II!est!marquée!par!le!repositionnement!de!l’Arg59!à!proximité!du!site!de!

liaison!de!Mg2+!empêchant!ainsi!sa!liaison!et!diminuant!l’affinité!de!l’interaction!entre!le!

nucléotide!et!Rac1!(Worthylake!et!al.,!2000).!

L’élucidation! du! mécanisme! d’échange! du! GDP! en! GTP! dans! des! complexes!

GTPasesMGEF!tels!que!RasMSos!et!Rac1MTiam1!a!permis!de!mettre!en!évidence!une!

différence!significative!dans!le!mécanisme!d’expulsion!du!nucléotide.!
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II.!A.!3.!Régulation!de!l’activité!GEFs!

Un!certain!nombre!de!GEFs!possède!un!domaine!régulateur!ayant!pour!fonction!de!

bloquer!l’activité!d’échange!GDPMGTP!par!interaction!intramoléculaire.!Un!mécanisme!

d’activation!consiste!à!interrompre!ces!liaisons!intramoléculaires!par!phosphorylation,!

interaction!protéineMprotéine!ou!encore!par!interaction!avec!les!lipides.!!

!

II.!A.!3.!a.!Phosphorylation!

Vav! est! une! GEF! de! Rho! impliquée! dans! de! nombreux! procédés! en! aval! des!

récepteurs! tels! que!EGFR!ou!PDGFR.!La! stimulation!des! récepteurs! provoque! la!

phosphorylation!de!Vav!dans!la!région!acide!par!les!membres!de!la!famille!des!Src!et!

Syk!kinases,!ce!qui!a!pour!effet!de!stimuler!l’activité!catalytique.!!

Structurellement,!Vav!est!une!GEF!de!Rho!multidomaines!comportant!notamment!une!

région!acide!(AC)!dans!sa!partie!NMTerminale,!un!domaine!catalytique!DHMPH!ainsi!que!

des!régions!SH2!et!SH3!dans!sa!partie!CMTerminale.!La!troncation!des!soixante!six!

premiers! acides! aminés! de! Vav! conduit! à! son! activation! constitutive! suggérant!

l’implication!de!la!partie!NMTerminale!dans!la!régulation!de!l’activité!GEF.!La!Tyr174!

présente! dans! la! région!NMTerminale! est! présente! dans! une! hélice!α! qui! interagit!

directement!avec!la!poche!d’interaction!du!domaine!DH,!et!par!conséquent,!bloque!

l’accès! au! substrat.! La! phosphorylation! du! résidu! Tyr174! déstructure! la! région!NM

Terminal!et!permet!ainsi!de!donner!accès!au!domaine!DH!pour!Rac.!!

Ce!mode!de!régulation!de!l’activité!GEF!a!aussi!été!observé!chez!Ect2!au!cours!de!la!

mitose.!Hara!et!al.!(2006),!ont!montré!que!l’activité!GEF!de!Ect2!augmente!lorsque!le!
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résidu! T341! est! phosphorylé! par! Cdk1.! Par! ailleurs,! la! mutation! T341D! diminue!

l’interaction!avec!la!partie!NMTerminale!de!la!protéine!(T.!Hara!et!al.,!2006).!

!

II.!A.!3.!b.!Interaction!protéineMprotéine!

Asef!est!une!GEF!spécifique!de!Rac!qui!contient!un!domaine!d’interaction!SH3!en!

amont! du!module! DHMPH.! Il! a! été!montré! que! Asef! peut! interagir! avec! APC,! un!

suppresseur! de! tumeurs.! L’interaction! entre! ces! deux! protéines! a! pour! effet!

d’augmenter!l’activité!GEF!envers!Rac!in#vitro.!Par!ailleurs,!la!suppression!du!site!de!

liaison!APC!ou!la!coMexpression!de!APC!augmente!aussi!l’activité!GEF.!Toutefois,!il!

reste! à! déterminer! si! APC! interagit! directement! ou! non! avec! le! domaine! SH!

(Buchsbaum,!2007).!

!

II.!A.!3.!c.!Interaction!avec!les!lipides!

Une!autre!contrainte!d’inhibition!de!l’activité!GEF!se!fait!par!l’intermédiaire!du!domaine!

PH.!Lorsque!le!domaine!PH!est!lié!au!PIP2,!il!interagit!fortement!avec!le!domaine!DH,!

rendant!le!site!de!liaison!de!Rac!inaccessible.!La!conversion!de!PIP2!en!PIP3!par!PI3K!

affaiblit!l’interaction!entre!les!domaines!DH!et!PH!et!rend!le!site!de!liaison!accessible!à!

Rac!(Viaud!et!al.,!2012).!
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II.!B.!Les!GTPases!Activating!Proteins!

II.!B.!1.!Fonction!

Les!GTPases!Activating!Proteins!(GAPs)!sont!des!protéines!régulatrices!de!l’activité!

des!GTPases.!Elles!permettent!de!catalyser!l’hydrolyse!intrinsèque!du!GTP!en!GDP!et!

ainsi!inactiver!les!voies!de!signalisation!dépendantes!des!petites!protéines!G.!

!

Figure/23/:/Diversité/des/GTPase/Activating/Proteins.//

Ce/dendogramme/représente/l’arbre/phylogénétique/des/GTPases/dans/les/cellules/eucaryotes./Dans/ce/
schéma,/ARHGAP19/correspond/à/l’intitulé/LOC118743/(Peck/et/al.,/2002).//
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II.!B.!2.!Structure!

Les!GAPs!sont!caractérisées!par!la!présence!d’un!domaine!GAP!conservé!au!sein!

d’une!même! famille,! ainsi! que! par! la! présence! de! plusieurs! domaines! permettant!

l’interaction!avec!d’autres!protéines!ou!la!localisation!subcellulaire!de!la!protéine.!Le!

domaine!GAP! est! structuré! en! hélices!α,! et! contient! un! résidu! Arginine! conservé!

critique!pour!l’activité!d’hydrolyse.!!

!

II.!B.!3.!Mécanisme!d’hydrolyse!du!GTP!

Les!structures!cristallographiques!des!complexes!GTPaseGTPMGAP,!tels!que!Cdc42M

GAP!ont!permis!de!mettre!en!évidence!que!le!mécanisme!d’inactivation!de!l’activité!

des! GTPases! s’effectue! selon! deux! étapes! (Rittinger,! Walker,! Eccleston,!

Nurmahomed,!Owen,!Laue,!et!al.,!1997al!Rittinger,!Walker,!Eccleston,!Smerdon,!&!

Gamblin,!1997b).!Tout!d’abord,!la!formation!d’un!complexe!ternaire!GTPaseGTPMGAP!

(Rittinger,!Walker,!Eccleston,!Nurmahomed,!Owen,!Laue,!et!al.,!1997a),!la!structure!

basale,!conduisant!à!un!état!de!transition!dans!lequel!l’Arginine!conservée!catalytique!

interagit!avec! le!nucléotide!triphosphate!et! favorisant! l’hydrolyse!du!γMphosphate!du!

nucléotide,! inactivant! ainsi! les! voies! de! signalisation! (Rittinger,!Walker,! Eccleston,!

Smerdon,!&!Gamblin,!1997b).!!

La!conformation!basale!du!complexe!entre!Cdc42!et!p50RhoGAP!est!caractérisée!par!

la!formation!de!nombreuses!interactions!polaires!et!apolaires!entre!les!régions!Switch!

I!et!II!et!la!pMloop,!ainsi!qu’avec!le!domaine!GAP.!!

La! formation! de! ce! complexe! provoque! un! réarrangement! de! l’hétérodimère!

provoquant! la! rotation! de! 20°! de! la!RhoGAP!autour! de! l’axe! formé! par! le! phénol!
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hydroxyle!de!la!Tyr66!de!Rho,!et!dans!laquelle,!Switch!II!joue!un!rôle!de!pivot.!Cette!

rotation!permet!l’insertion!de!l’Arg85!dans!le!site!actif!de!Cdc42!et!ainsi!la!formation!

d’interactions!avec!le!nucléotide!et!l’hydrolyse!du!γMphosphate.!Trois!résidus!jouent!un!

rôle!significatif!dans!l’activité!d’hydrolyse!:!Le!Gln61!de!Cdc42,!ainsi!que!les!résidus!

conservés!Arg85!et!Asn194!de!Cdc42.!En!effet,!l’insertion!de!l’Arg85!dans!le!site!de!

liaison! du! nucléotide! permet! de! stabiliser! Gln63! et! ainsi,! de! former! des! liaisons!

hydrogènes! avec! une! molécule! d’eau! putative! à! proximité! de! l’oxygène! du! βM

phosphate.!L’Asn194!quant!à!elle,!interagit!avec!la!Tyr34!de!Switch!I!stabilisant!ainsi!la!

loop! effectrice.! Cette! stabilisation! favorise! l’interaction! entre! la! Thr37! et! Mg2+,!

positionnant!l’ion!dans!une!position!permettant!l’attaque!nucléophile!par!la!molécule!

d’eau! putative! à! proximité! de! l’oxygène! du! γMphosphate! du!GTP,! conduisant! à! la!

formation!d’un!complexe!Cdc42GDPMp50RhoGAP.!

!

II.!B.!4.!Régulation!de!l’activité!GAP!

La! régulation!de! l’activité!GAP!peut!être!contrôlée!par!phosphorylation!ou!par!des!

interactions!intramoléculaires.!La!RhoGAP!DLCM1!(Deleted!in!Liver!Cancer)!représente!

un!exemple!de! régulation!de! l’activité!GAP!par! ces!deux!mécanismes.!DLCM1!est!

composé!de!trois!domaines,!un!domaine!Sterile!αMmotif!(SAM)!en!NMTerminale,!séparé!

du! domaine! RhoGAP! par! une! région! linker! et,! un! domaine! Steroidogenic! Acute!

RegulatoryMrelated!lipid!Transferase!(START)!dans!la!partie!CMTerminale.!!

Il! a! été!montré! que!DLCM1! interagit! avec! les! Tensins,! parmi! lesquels! tensin1,! par!

l’intermédiaire!de!la!Tyr442!indépendamment!de!la!phosphorylation!de!ce!résidu!(Ko!&!

Ping!Yam,!2014).!La!mutation!Y442F!préserve!l’activité!GAP.!Il!a!par!ailleurs!été!montré!
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que! DLCM1! interagit! avec! le! domaine! PTB! de! la! tensin2.! L’interruption! de! cette!

interaction! résulte! en! une! réduction! de! l’activité!GAP.!Ces! résultats! indiquent! que!

l’activité!GAP!de!DLC1!est!indépendante!de!l’interaction!avec!la!Tensin,!mais!que!celleM

ci!contribue!à!l’activité!biologique!de!DLC1(Ko!&!Ping!Yam,!2014).!

Par!ailleurs,!DLC1!est!phosphorylée!sur!quatre!résidus!Sérines!(S120,!S205,!S422!et!

S509)!localisés!dans!la!région!linker!de!la!protéine,!par!CDK5.!La!mutation!de!ces!

quatre!résidus!en!résidus!nonMphosphorylables!augmente!le!taux!de!RhoGTP!dans!les!

cellules!de!la!même!façon!que!le!mutant!inactif!R718A.!La!troncation!de!la!partie!NM

Terminale!de!DLC1!accroît!son!activité,!et!pourrait!donc!réguler!l’activité!GAP!de!la!

protéine!par!un!mécanisme!d’autoinhibition!dépendant!de!l’état!de!phosphorylation!des!

quatre!résidus!Sérines!(Tripathi!et!al.,!2014).!
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!

Figure/24/:/Résumé/des/interactions/RhoA#GDP/et/RhoA#GTP.//

Représentation/de/l’interaction/entre/le/GDP/et/RhoA/(A),/ainsi/qu’entre/le/GTP/et/RhoA/(B)/Les/lignes/blanches/
représente/les/interactions/entre/le/nucléotide/et/RhoA,/et/la/sphère/verte/représente/l’ion/Mg2+./Les/schémas/(C)/
et/ (D)/ montrent/ les/ interactions/ entre/ les/ résidus/ de/ RhoA/ et/ le/ GDP/ et/ GTP,/ respectivement./ En/ violet/ est/
représenté/le/nucléotide,/et/les/tirets/verts/les/liaisons/hydrogènes/entre/le/nucléotide/et/RhoA/n/Ces/schémas/ont/
été/réalisés/avec/le/logiciel/LigPlus/

! !
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II.!C.!!Les!Rho!GDIs!

II.!C.!1.!Fonction!

Les!Rho!GDIs!agissent!comme!des!régulateurs!négatifs!de!l’activité!GTPase,!et!ont!la!

capacité!d’inhiber! la!dissociation!du!nucléotide!guanine! (en!général! le!GDP)!de! la!

GTPase!(DerMardirossian!&!Bokoch,!2005).!Elles!permettent!de!maintenir!un!pool!

inactif!de!Rho!GTPases!dans! le!cytoplasme,!de! les!protéger!contre! la!dégradation!

protéasomal!et!par!conséquent!de!réguler!le!niveau!d’expression!des!Rho!GTPases,!

et!de!stabiliser!la!conformation!des!Rho!GTPases!matures!(GarciaMMata,!Boulter,!&!

Burridge,!2011).!!

!

II.!C.!2.!Structure!

Il!existe!chez!les!mammifères!trois!gènes!codant!pour!les!GDIs!de!Rho!:!RhoGDI1!(ou!

Rho!GDIMα)!qui!est! la!plus!abondante!et! la!mieux!caractérisée!des!RhoGDIs.!Elle!

interagit!avec!RhoA,!Rac!et!Cdc42!(DerMardirossian!&!Bokoch,!2005l!Leonard!et!al.,!

1992l!Ueda,!Kikuchi,!Ohga,!Yamamoto,!&!Takai,!1990).!Rho!GDI2!(ou!Rho!GDIMβ,!LyM

GDI!et!D4GDI),!est!!fortement!exprimée!dans!les!cellules!hématopoïétiques!mais!dont!

les!interactions!avec!les!Rho!GTPases!ont!été!démontrées!in#vivo!mais!pas!in#vitro!

(DerMardirossian!&!Bokoch,!2005l!Lelias!et!al.,!1993).!Enfin,!RhoGDIs!(ou!RhoGDIγ)!

dont! l’expression! est! faible! n’interagit! qu’avec! RhoB! et! RhoG! (Adra! et! al.,! 1997l!

DerMardirossian!&!Bokoch,! 2005l! Lelias! et! al.,! 1993l!Scherle,!Behrens,!&!Staudt,!

1993).!!
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Les!RhoGDIs!possèdent!deux!domaines!dans!les!parties!NM!et!CMTerminales!(résidus!

5M55!et!74M204!de!GDIMα,!respectivement)!reliés!par!une!loop!(résidus!56!à!73).!Au!sein!

du!domaine!NMTerminal!se!trouve!un!motif!composé!de!deux!hélices!α!séparées!par!

une!loop.!Ce!motif!flexible!(35M55),!aussi!appelé!régulateur,!interagit!avec!les!régions!

Switch!I!et!Switch!II!de!Cdc42!(Hoffman,!Nassar,!&!Cerione,!2000)!et!inhibe!l’échange!

GDP!–!GTP!et!l’activité!d’hydrolyse!de!la!GTPase!(Grizot!et!al.,!2001).!La!partie!CM

Terminale! (74M204)! constitue! la! poche! d’interaction! des! motifs! isoprénylés! des!

GTPases!et!est!majoritairement!hydrophobe.!Il!est!organisé!en!neuf!betaMstrand,!qui!

ont!la!particularité!d’adopter!une!conformation!semblable!à!celle!des!immunoglobulines!

permettant!d’accommoder!la!fraction!isoprénylée!des!Rho!GTPases!(Hoffman!et!al.,!

2000).!!

!

II.!C.!3.!Mécanisme!

La!géranylgéranylation!de!la!Cystéine!188!de!Cdc42!empêche!la!formation!d’un!pont!

disulfide,!ce!qui!a!pour!conséquence!de!modifier!la!structure!de!la!partie!CMTerminale!

(Nassar,!Hoffman,!Manor,!Clardy,!&!Cerione,!1998).!Le!fait!que!la!partie!CMTerminale!

de!Cdc42!soit!riche!en!Proline!introduit!un!emmêlement!de!cette!partie!de!la!protéine!

et!un!déplacement!depuis!le!site!de!liaison!du!GDP!vers!la!GDI.!Ceci!permet!donc!

l’insertion!de!la!fraction!géranylgéranylée!dans!la!poche!hydrophobe!entre!les!deux!

feuillets!β!du!motif!d’interaction!du!motif!isoprénylé!(Hoffman!et!al.,!2000).!!

L’insertion! de! la! fraction! GG! provoque! un! changement! de! conformation! local!

permettant!ainsi!d’éviter!les!encombrements!stériques.!!
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Le!changement!le!plus!significatif!consiste!en!l’extension!de!la!base!de!la!poche!de!

liaison!causée!par!le!déplacement!des!chaînes!des!résidus!Trp194,!Leu77!et!Phe102.!

Ces!trois!résidus!interagissent!ensemble!et!forment!une!constriction!à!la!base!de!la!

poche!de!liaison.!Ceci!a!pour!conséquence!de!déplacer!les!βMstrand!I!et!H!(résidus!190M

199! et! 173M183,! respectivement)! et! l’hélice! α! composée! par! les! résidus! 90M103!

(Hoffman!et!al.,!2000).!!

L’insertion! de! la! fraction! GG! s’effectue! en! deux! temps.! On! observe! d’abord! le!

déplacement!de!la!Trp194!et!de!la!Leu77!qui!permet!de!créer!un!espace!permettant!

l’insertion!de!la!fraction!GG!de!Cdc42!entre!ces!deux!résidus!puis!le!réarrangement!

des!résidus!90M103!permet!l’expansion!de!la!base!de!la!poche!hydrophobe!(figure!25).!!

En!amont!de!Cystéine!GG!se! trouve!une! région!polybasique,!s’étendant!entre! les!

résidus!183!à!187,!en!contact!avec!la!tête!des!phospholipides!lorsque!Cdc42!interagit!

avec!la!membrane!plasmique.!Un!certain!nombre!de!résidus!dont!:!Gln130,!Thr142,!

Tyr144,!Glu163,!Glu164!de!la!GDI!forment!une!interface!acide,!et!interagissant!avec!la!

Lys184!et!Arg186!de!Cdc42!à!la!membrane!plasmique.!!

Les!études!cinétiques!concernant!l’extraction!de!Cdc42!liée!à!la!membrane!ont!établi!

que!celleMci!se!fait!en!deux!étapes!:!dans!un!premier!temps,!la!formation!du!complexe!

suivi!d’un!changement!de!conformation!provoquant!la!dissociation!du!complexe!de!la!

membrane!(Nomanbhoy,!Erickson,!&!Cerione,!1999).!!

Lorsque!Cdc42!est!liée!à!la!membrane,!la!fraction!GG!est!insérée!dans!les!lipides!alors!

que!la!séquence!polybasique!de!Cdc42!interagit!avec!le!groupement!hydrophobe!des!

phospholipides.!
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Cette!première!étape!de!la!formation!du!complexe!Cdc42/GDI!correspond!à!la!liaison!

entre!le!domaine!régulateur!de!GDI!avec!les!régions!Switch!I!et!Switch!II!sur!la!face!

cytoplasmique!de!la!membrane,!ayant!pour!effet!de!positionner!la!poche!d’interaction!

contre!la!membrane!lipidique.!Dans!un!deuxième!temps,!la!fraction!GG!s’insère!dans!

la!poche!hydrophobe!de!la!GDI!par!isomérisation!permettant!la!dissociation!de!Cdc42!

de!la!membrane.!

L’inhibition! de! l’échange! GDPMGTP! et! l’activité! d’hydrolyse! sont! médiées! par! le!

domaine!NMTerminale!des!GDIs.!La!formation!d’une!structure!stable!entre!les!surfaces!

hydrophobes!des!hélices!αMB!et!αMC!permettent!de!créer!une!région!d’interaction!entre!

la!GDI!et!la!partie!Switch!II!de!Cdc42!dans!laquelle!les!résidus!conservés!Tyr64,!Leu67,!

et!Leu70!s’insèrent!(Hoffman!et!al.,!2000).!!

Une! autre! contrainte! nécessaire! à! la! stabilité! du! complexe! de! GDI/Cdc42! est!

l’interaction!entre!les!deux!domaines!de!la!GDI.!L’Arginine!66!localisée!dans!la!région!

Switch!II!de!Cdc42!participe!significativement!à!la!stabilisation!des!interactions!entre!les!

domaines!NM!et!CMTerminaux.!

!
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!

Figure/25/:/Interaction/entre/Cdc42/et/sa/GDI.//

Représentation/des/interactions/polaires/à/l’interface./Les/liaisons/hydrogènes/sont/représentées/par/des/pointillés/
et/les/distances/indiquées/en/Angstrom/L’ion/Mg2+est/représenté/en/violet/et/le/GDP/en/rose./(Hoffman/et/al.,/2000)/

!

Ainsi,!ces!domaines!forment!une!surface!permettant! l’interaction!avec! l’interface!du!

complexe.!Par!ailleurs,!certains!résidus!de!la!région!régulatrice!de!la!GDI!coordonnent!

la! Thr35! de!Cdc42! nécessaire! à! l’interaction! avec!Mg2+,! ayant! pour! conséquence!

d’augmenter!l’affinité!du!nucléotide!et!donc!inhiber!l’échange!GDPMGTP.!!

!

II.!C.!4.!Régulation!des!GDIs!

Les!GDIs!permettent!de!maintenir!un!pool!inactif!de!Rho!GTPases!en!empêchant!la!

dissociation! du! GDP! des! Rho! GTPases.! L’interruption! de! l’interaction! entre! les!

GTPases!et!les!GDIs!représente!donc!un!moyen!de!réguler!l’activité!de!GTPases.!La!

dissociation!de!ce!complexe!peut!se!faire!par!trois!mécanismes.!Le!premier!mécanisme!
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fait!intervenir!des!protéines!spécialisées,!les!GDI!displacement!factors,!qui!sont!des!

facteurs!permettant!la!dissociation!rapide!du!complexe!formé!entre!une!GTPase!et!sa!

GDI.! Le! deuxième! mécanisme! implique! quant! à! lui! des! événements! de!

phosphorylations,!soit!de!la!GDI,!soit!de!la!GTPase.!Enfin,!la!régulation!de!l’interaction!

entre!les!GTPases!et!les!GDIs!peut!se!faire!grâce!aux!lipides.!

!

II.!C.!4.!a.!Mécanisme!des!GDI!Displacement!Factors!

Ce!mécanisme!a!d’abord!été!mis!en!évidence!dans!les!Rab!GTPases!et!implique!que!

la!translocation!des!Rab!GTPases!à!la!membrane!s’effectue!avant!l’activité!d’échange!

du!GDP!en!GTP,!et!que!cette!translocation!a!pour!origine!la!dissociation!du!complexe!

entre!Rab!et!RabGDI.!Un!exemple!de!GDF!pour!Rab!est!Yip3!(YptMinteracting!protein!

3),!une!protéine!membranaire!qui!catalyse!la!dissociation!de!Rab9!de!RabGDI!in#vitro.!

En!revanche,!la!déplétion!de!Yip3!par!ARNi!décroît!la!quantité!de!Rab9!membranaire.!

Ce!mécanisme!a!aussi!été!observé!chez!les!Rho!GTPases!in#vitro.!!

!

II.!C.!4.!b.!Phosphorylation!des!GDIs!

Les!expériences!menées!par!Bourmeyster!and!Vignais!ont!montré!que!les!Rho!GDIs!

sont! constitutivement! phosphorylées! dans! les! neutrophiles! non! activés,! et! que! la!

déphosphorylation!par!traitement!à!la!phosphatase!diminuait!leur!affinité!pour!RhoA!

(Bourmeyster!&!Vignais,!1996).!Ces! résultats,!ainsi!que!ceux!obtenus!par!d’autres!

groupes,!ont!permis!de!mettre!en!évidence!que!la!phosphorylation!des!Rho!GDIs!est!

un!mécanisme!régulateur!de!l’activité!de!RhoA.!DerMardirossian!et!al.!(2005)!ont!mis!
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en!évidence!la!phosphorylation!de!deux!résidus!à!proximité!des!résidus!hydrophobes!

impliqués! dans! l’interaction! des! résidus! géranylgéranylés! des! Rho!GTPases! :! les!

Sérines!101!et!174! (DerMardirossian!&!Bokoch,!2005).!La!phosphorylation!de!ces!

résidus!a!pour!conséquence!de!diminuer!l’interaction!de!Rac1,!mais!pas!de!RhoA,!pour!

les!GDIs,!et!ainsi!permettre!l’activité!d’échange!GDPMGTP.!

!

II.!C.!4.!c.!Phosphorylation!des!Rho!GTPases!

La!phosphorylation!des!Rho!GTPases!affecte!l’affinité!de!Rho!pour!les!GDIs.!Dans!la!

plupart!des!cas,!si!ce!n’est!tous,!la!phosphorylation!des!Rho!GTPases!sur!la!Sérine!

188!accroît!l’interaction!avec!la!GDI.!Ceci!a!été!montré!in#vivo!et!in#vitro!pour!RhoA,!

dont!la!phosphorylation!sur!S188!par!PKA!augmente!l’interaction!RhoAMGDI.!Il!a!été!

observé!que!ni!la!liaison!du!nucléotide,!ni!l’activité!de!la!GTPase!n’est!modifiée,!mais!

que!cet!événement!de!phosphorylation!favorise!l’extraction!de!RhoA!de!la!membrane.!

Des!résultats!similaires!ont!été!obtenus!pour!lors!de!la!phosphorylation!du!T182!(S188!

numérotation!de!RhoA)!Cdc42.!Les!résidus!Sérine!188!et!Thréonine!182!sont!localisés!

dans!la!partie!CMTerminale!des!GTPases!RhoA!et!Cdc42,!respectivement!(figure!25).!

Par!ailleurs,!la!région!polybasique!chargée!positivement,!interagit!avec!la!région!acide!

chargée! négativement! de! RhoGDI,! qui! fournit! ainsi! un! site! compétitif! d’interaction!

contribuant!à! l’extraction!des!GTPases!membranaires.!Ainsi,! la!phosphorylation!de!

S188! (Lang! et! al.,! 1996)! permet! l’ajout! d’un! groupement! phosphate! chargé!

négativement,!et!faciliterait!ainsi!l’extraction!des!Rho!GTPases!de!la!membrane!par!les!

GDIs.!

!
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II.!C.!4.!d.!Interaction!avec!les!lipides!

Il!a!été!montré!que!certains!lipides!avaient!la!capacité!de!réduire!l’affinité!des!GDIs!pour!

Rho!et!Rac.!Faure!et!al.,!ont!par!exemple!montré!que!les!phosphoinositides!catalysent!

l’échange!GDPMGTP!de!RhoA!prénylée!en!complexe!avec!les!GDIs.!Il!a!été!suggéré!

que!ces!lipides!induisent!une!interruption!partielle!du!complexe!GTPaseMGDI,!favorisant!

l’interaction!avec!les!GEFs!et!permettant!ainsi!l’activité!d’échange.!!

!

/

Figure/26/:/Résumé/du/mécanisme/d’échange/GDP#GTP/des/GTPases./

L’interaction/entre/les/GTPases/et/les/GDIs/permettent/de/les/maintenir/dans/une/conformation/inactive/dans/le/
cytoplasme/ (1)./ Les/modifications/post#traductionelles/du/motif/CAAX,/permet/ le/ recrutement/des/GTPases/au/
cortex/cellulaire/(2),/là/où/se/trouvent/les/GEFs/sont/localisées,/ce/qui/permet/l’interaction/et/l’échange/GDP#GTP/
(3),/résultant/en/l’activation/des/voies/de/signalisation/dépendantes/de/la/GTPase./L’affinité/du/complexe/formé/
entre/la/GEF/et/ la/GTPase/diminue,/résultant/en/sa/dissociation/(4)./Enfin,/ le/GTP/est/hydrolysé/par/ les/GAPs,/
inactivant/les/voies/de/signalisations/en/aval/des/la/GTPase/(5)/(Viaud/et/al.,/2012).///

! !
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III.!RhoA!et!la!division!cellulaire!

La!division!cellulaire!est!caractérisée!par!d’importants!changements!morphologiques!

régulés! par! une! réorganisation! significative! du! cytosquelette.! RhoA! a! été! montré!

comme!étant!impliqué!dans!ce!processus!au!travers!des!voies!de!signalisation!régulant!

l’assemblage!de!l’Actine!et!l’activation!de!la!Myosine!(figure!27).!!

Les!cellules!mitotiques!subissent!trois!changements!morphologiques!au!cours!de!la!

division!cellulaire.!Au!cours!de!la!prophase,!les!cellules!adhérentes!s’arrondissent,!au!

cours!de!l’anaphase!B,!les!cellules!s’allongent!et!enfin!un!sillon!de!clivage!se!forme!à!

équidistance! des! plaques! de! chromatides! se! séparant.! Ce! sillon! ingresse! sous!

l’impulsion!de!la!force!générée!par!la!Myosine!II.!



!
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!

Figure/27/:/Voies/de/signalisation/dépendantes/de/RhoA/au/cours/de/la/mitose./

!

III.!A.!Arrondissement!des!cellules!

L’arrondissement!des!cellules!est!un!processus!caractéristique!de!l’entrée!en!mitose.!

C’est!aussi!l’un!des!tous!premiers!événements!puisqu’il!débute!avant!la!séparation!des!

centrosomes,!la!condensation!des!chromosomes,!la!rupture!de!l’enveloppe!nucléaire!

et! la! nucléation!des!microtubules!du! fuseau!mitotique! (Matthews!et! al.,! 2012).!Ce!

processus!a!été!observé!dans!différents!types!cellulaires!aussi!bien!dans!les!cellules!

de! types!adhérentes!que!dans! les!cellules!sphéroïdes! (Cramer!&!Mitchison,!1997l!
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Harris,! 1973l! J.! M.! Sanger,! Reingold,! &! Sanger,! 1984)! que! sphéroïde! (K.! Hara,!

Tydeman,!&!Kirschner,!1980),!et!est!invariablement!accompagné!d’une!augmentation!

de!la!rigidité!corticale!(Yoneda!&!Dan,!1972).!Trois!événements!ont!été!observés!et!

sont!concomitants!lors!de!l’arrondissement!des!cellules!:!d’abord!le!désassemblage!

des!fibres!de!stress!et!des!adhésions!focales!entraînant!la!rétraction!corticale!et!une!

augmentation!de!la!rigidité!corticale,!suggérant!une!possible!interdépendance!de!ces!

processus.!L’arrondissement!des!cellules!est!accompagné!d’une! réorganisation!du!

cytosquelette!d’Actine.!Alors!que!le!cytosquelette!d’Actine!est!organisé!sous!forme!de!

fibres!de!stress!dans!les!cellules!en!interphase,!les!fibres!de!stress!se!désassemblent!

et!l’Actine!se!relocalise!principalement!au!cortex!(Maddox!&!Burridge,!2003)!lors!de!

l’entrée!en!mitose.!Les!Rho!GTPases!sont!connues!pour!permettre!la!réorganisation!

des!composantes!du!cytosquelette,!faisant!des!protéines!G!et!notamment!RhoA!un!

candidat!potentiel!dans!l’arrondissement!des!cellules.!

!

III.!A.!1.!Dé\adhésion!des!cellules!

La!déMadhésion!des!cellules!de!leur!substrat!consiste!en!la!dissolution!des!fibres!de!

stress! et! des! adhésions! focales,! ainsi! que! la! dispersion! dans! le! cytoplasme! des!

protéines! présentes! sur! ces! structures.! Les! expériences! menées! par! Maddox! et!

Burridge!(2003)!ainsi!que!Dao!et!al.!(2009)!ont!montré!que!RhoA!n’est!pas!impliquée!

dans!le!processus!de!déMadhésion!des!cellules!de!leur!substrat!en!début!de!mitose!

(Dao,!Dupuy,!Gavet,!Caron,!&!de!Gunzburg,!2009l!Maddox!et!al.,!2003).!L’utilisation!

d’un!anticorps!dirigé!contre!la!Paxilline,!un!composant!des!adhésions!focales,!ainsi!que!

la!phalloïdine!qui!permet!d’observer!directement! le!cytosquelette!d’Actine!dans!des!
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cellules!HeLa!a!révélé!d’une!part!que!dans!les!cellules!traitées!ou!non!avec!l’inhibiteur!

de!RhoA,!GSTMC3,!la!Paxilline!est!diffuse!dans!le!cytoplasme!des!cellules!en!mitose.!

D’autre!part,!le!marquage!de!l’Actine!par!la!phalloïdine!n’a!pas!révélé!la!présence!de!

fibres!de!stress!ni!dans!les!cellules!contrôles,!ni!dans!les!cellules!HeLa!traitées!avec!de!

la!GSTMC3!dans!les!cellules!en!interphase.!Par!ailleurs,!Dao!et!al.!(2009)!ont!montré!

que! le! désassemblage! des! fibres! de! stress! et! des! adhésions! focales! dépend! de!

l’activité!de!Rap1.!En!effet,!lors!de!l’entrée!en!mitose,!l‘activité!de!cette!GTPase!diminue!

de!manière!concomitante!avec!le!désassemblage!des!fibres!de!stress!et!la!rétraction!

corticale.!A!l’inverse,!la!fin!de!la!mitose!est!caractérisée!par!la!réadhésion!des!cellules!

concomitantes!à!une!augmentation!de!l’activité!de!Rap1.!L’ensemble!de!ces!résultats!

suggéraient!donc!que!RhoA!n’est!pas!nécessaire!dans!le!processus!de!déMadhésion,!

mais!que!ce!dernier!est!sous!le!contrôle!de!l’activité!de!Rap1.!

!

III.!A.!2.!La!rétraction!corticale!

Au! cours! du! processus! de! rétraction! corticale,! le! cortex! de! la! cellule! passe! d’une!

morphologie!plate!à! sphérique.!Ce!processus!a,! en! revanche,!été!montré! comme!

dépendant!de!l’activité!de!RhoA!(Maddox!et!al.,!2003l!Matthews!et!al.,!2012).!

En!effet,! les!mesures!du!diamètre,!du!périmètre!et!de! l’aire! se!sont! révélées!plus!

élevées!dans!les!cellules!HeLa!traitées!avec!de!la!GSTMC3!par!rapport!aux!cellules!

contrôles,!et!comparables!à!celles!des!cellules!HeLa!en!interphase!traitées!ou!non!avec!

de! la!GSTMC3.!La!même! tendance!a!été!observée!dans! les!cellules! traitées!avec!

l’inhibiteur!de!ROCK,!Y27632.!Par!ailleurs,!dans!ces!cellules!dans!lesquelles!RhoA!ou!

ROCK!est!inhibée,!l’Actine!ne!localise!plus!de!manière!sousMcorticale.!Ces!résultats!
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indiquaient! que! le! processus! de! rétraction! corticale! dépend! de! l’activité! de! RhoA!

(Maddox!et!al.,!2003).!!

Par!ailleurs,!les!expériences!menées!par!Matthews!et!al.!(2012)!ont!permis!d’identifier!

Ect2! comme! jouant! un! rôle! majeur! dans! le! processus! de! rétraction! corticale.! La!

déplétion!de!Ect2!par!ARNi!induit!des!phénotypes!similaires!à!ceux!décrits!par!Maddox!

et!Burridge! lors!de! l’inactivation!de!RhoA!et!de!son!effecteur!ROCK,!à!savoir!une!

désorganisation!de!l’Actine,!des!cellules!plus!plates!par!rapport!aux!cellules!contrôles!

et! enfin,! une! diminution! de! la! rigidité! corticale! mesurée! par! la! méthode! «! optical!

stretcher!».!Ces!résultats!suggéraient!donc!que!Ect2!permet!l’activation!de!RhoA!en!

début!de!mitose.!Par!ailleurs,!il!a!été!observé!en!prométaphase!que!l’activité!de!RhoA!

est! essentiellement! localisée! au! cortex! des! cellules,! au! même! endroit! que! la!

phosphorylation! de! la! chaîne! légère! de! la! Myosine! II! signifiant! son! activation.! A!

l’inverse,!dans!les!cellules!dans!lesquelles!l’activité!de!Ect2!est!déplétée!par!siRNA,!!on!

ne!voit!pas!!de!marquage!indiquant!l’activation!de!la!Myosine!II!au!cortex.!!

Ces!résultats!suggéraient!alors!que!Ect2!est!requise!dans!les!premières!étapes!de!la!

mitose!pour!activer!RhoA!et!Ect2!et!ainsi! fournir! la!contraction!de! l’Actine!et!de! la!

Myosine!nécessaire!à!l’arrondissement!des!cellules.!

!

III.!A.!3.!La!rigidité!corticale!

Enfin,!l’arrondissement!des!cellules!en!mitose!est!concomitant!avec!une!augmentation!

de! la! rigidité! corticale.! Maddox! et! Burridge! (2003)! ont! émis! l’hypothèse! que! cet!

événement!est!dû!à!la!même!réorganisation!du!cytosquelette!que!la!rétraction!corticale.!

Ainsi,!des!cellules!HeLa!ont!été!suivies!par!vidéomicroscopie!au!cours!de!la!mitose,!
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jusqu’à! l’entrée!en!anaphase.!La! rigidité!de! la!membrane!cellulaire!de!ces!cellules!

traitées!ou!non!avec!l’inhibiteur!de!RhoA!a!été!mesurée.!Pour!cela,!une!aiguille!a!été!

accolée!au!cortex,!et!la!pression!exercée!par!l’aiguille!sur!le!cortex!est!augmentée!de!

manière!incrémentale.!Les!résultats!de!ces!expériences!ont!montré!que!lorsque!les!

cellules!sont!traitées!avec!de!la!GSTMC3,!la!rigidité!corticale!est!plus!faible!par!rapport!

aux!cellules!contrôles.!

!

III.!A.!4.!Mécanisme!d’arrondissement!des!cellules!!

Dans!le!but!de!déterminer!le!mécanisme!à!l’origine!de!l’arrondissement!des!cellules!en!

mitose,!Maddox!et!Burridge!ont!déterminé!le!régulateur!de!RhoA!impliqué!dans!ce!

processus.!Les!expériences!menées!ont!mis!en!évidence!une!diminution!de!l’activité!

de!p190RhoGAP!en!début!de!mitose.!Ceci!leur!a!permis!de!proposer!un!modèle!selon!

lequel,!l’arrondissement!des!cellules!mitotiques!est!le!résultat!de!l’activation!de!RhoA!

par!diminution!de!l’activité!de!p190RhoGAP.!En!revanche,!les!expériences!menées!par!

Matthews!et!al.!(2012)!ont!quant!à!elles!suggéré!que!l’augmentation!de!l’activation!de!

Ect2!en!début!de!mitose!permettait! l’activation!des!voies!de!signalisation!de!RhoA!

impliquées!dans!la!génération!de!forces!contractiles!nécessaires!à!l’arrondissement!

des!cellules!(Matthews!et!al.,!2012).!Par!ailleurs,! l’injection!de!Cdc2!actif!dans!des!

cellules!en!interphase!provoque!l’arrondissement!de!ces!cellules!(Lamb,!Fernandez,!

Watrin,!Labbé,!&!Cavadore,!1990)!suggérant!que!ce!processus!dépend!de!l’activation!

d’une!voie!de!signalisation!spécifique!de!cette!phase!du!cycle!cellulaire.!Or,!Ect2!a!été!

montrée!comme!étant!un!substrat!de!CDK1.!La!phosphorylation!de!la!T341!permettrait!

le! changement! de! conformation! de! la! protéine! par! interruption! des! liaisons!
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intramoléculaires!entre!le!domaine!NMTerminal!et!le!domaine!catalytique!de!la!protéine.!

Par!ailleurs,!Matthews!et!al.!ont!montré!que!Ect2!est!exportée!du!noyau!avant!la!rupture!

de! l’enveloppe! nucléaire! de! manière! concomitante! à! la! rétraction! corticale.! Par!

conséquent,!tout!ceci!suggère!que!la!phosphorylation!de!la!Thréonine!341!de!Ect2!

permettrait!l’augmentation!de!son!activité!GEF,!et!l’activation!des!voies!de!signalisation!

dépendantes! de! RhoA,! permettant! d’une! part! la! réorganisation! du! cytosquelette!

d’Actine,!et!d’autre!part!la!phosphorylation!par!ROCK!de!la!chaîne!légère!de!la!Myosine!

II! induisant! l’activité! contractile! nécessaire! à! la! rétraction! corticale! conduisant! à!

l’arrondissement!des!cellules!en!début!de!mitose!(figure!28).!!

Ceci!a!pour!conséquence!de!«!suspendre!»!les!cellules!dans!leur!milieu,!qui!dès!lors!

s’arrondissent! afin! de! contrer! les! forces! hydrostatiques! générées! par! leur!

environnement!(Stewart!et!al.,!2011).!!
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!

Figure/28/:/Rétraction/corticale.//

Ce/diagramme/représente/la/voie/de/signalisation/impliquée/dans/la/rétraction/corticale/au/cours/de/la/mitose./

!

Toutefois,! il! aurait! pu!être!attendu!que! la!déplétion!de!RhoA!par!ARNi! induise!un!

aplatissement! complet! des! cellules! si! cette! voie! de! signalisation! était! la! principale!

responsable!de!l’arrondissement!des!cellules,!ce!qui!n’est!pas!le!cas!(Carreno!et!al.,!
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2008l!Maddox!et!al.,!2003).!Ceci!suggère!qu’il!existait!une!autre!voie!de!signalisation!

jouant!probablement!un!rôle!plus!significatif!dans!ce!processus.!

!

III.!A.!5.!Rôle!de!la!Moésine!

De!nombreuses!expériences!ont!mis!en!évidence!le!rôle!des!ERMs!(Ezrine,!Radixine,!

Moésine)!dans!l’acquisition!et!le!maintien!de!la!rigidité!corticale.!Toutefois,!l’étude!du!

rôle! de! ces! protéines! n’avait! pas! révélé! de! phénotypes! évidents! en! raison! de! la!

redondance!de! leurs! fonctions.!Ce!problème!a!été!résolu!par! la!découverte!que! la!

Drosophile!possède!seulement!la!Moésine.!Les!expériences!de!déplétion!par!ARNi!ont!

alors!permis!de!mettre!en!évidence!le!rôle!de!la!Moésine!dans!l’arrondissement!des!

cellules!et!de!montrer!qu’elle!permet!de!maintenir!l’intégrité!du!cortex!membranaire!en!

jouant!le!rôle!d’intermédiaire!entre!les!filaments!d’Actine!sousMcorticaux!et!la!membrane!

plasmique.!!

La!Moésine!appartient!à!la!famille!des!ERMs!(Ezrine/Radixine/Moésine)!dont!les!trois!

protéines!possèdent!des!structures!similaires.!Les!protéines!ERM!ont!en!commun!

d’être!constituées!de!trois!domaines!(Bretscher,!Edwards,!&!Fehon,!2002l!Li!et!al.,!

2007l!Pearson,!Reczek,!Bretscher,!&!Karplus,!2000).!Dans!la!partie!NMTerminale!se!

trouve! le! domaine! FERM! (FourMpointMone/Ezrin/Radixin/Moesin)! d’une! longueur!

d’environ!trois!cent!acides!aminés!et!composés!de!trois!lobes!F1,!F2!et!F3.!La!partie!

CMTerminale,!aussi!appelée!CMERMAD!(CMTerminal!Association!Domain),!composée!

de!cent!acides!aminés!environ,!contient!un!domaine!de!liaison!à!la!FMActine.!Enfin,!un!

domaine!hélice!α!(α!helix!domain)!de!cent!quatre!vingt!dix!acides!aminés!permet!de!

relier!les!parties!NM!et!CMTerminales!de!la!protéine.!!
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Par!ailleurs,!la!Moésine!existe!sous!deux!conformations!:!inactive!et!active,!et!dont!le!

passage!de!l’une!à!l’autre!dépend!de!l’état!de!phosphorylation!de!la!Thréonine!558!

(Nakamura,!Amieva,!Hirota,!Mizuno,!&!Furthmayr,!1996)!(Pearson!et!al.,!2000)!l!La!

détermination!de!la!structure!cristallographique!de!la!Moésine!a!permis!de!mettre!en!

évidence!que!la!conformation!inactive!résulte!de!l’interaction!entre!les!domaines!NM!et!

CMTerminaux.!Dans!cette!configuration,! le!domaine!hélice!α! forme!des! interactions!

avec!le!domaine!FERM!(Li!et!al.,!2007l!Pearson!et!al.,!2000).!Ainsi,!la!phosphorylation!

du!résidu!T558!par!la!kinase!Slik!affaiblit!les!interactions!entre!ces!deux!domaines,!et!

permet!aussi!l’interaction!du!PIP2!entre!les!lobes!F1!et!F3.!!

Kunda!et!al.!(2008)!ont!par!ailleurs!démontré!que!la!Moésine!joue!un!rôle!important!

dans!l’établissement!d’un!cortex!rond!et!rigide!en!mitose.!La!déplétion!de!la!Moésine!

par! ARNi! induit! des! défauts! de!morphologie! des! cellules! SR2+! de!Drosophile! en!

métaphase.!La!majorité!des!cellules! sont! caractérisées!par!une!morphologie!plate!

(Kunda,!Pelling,!Liu,!&!Baum,!2008).!Ce!phénotype!est!semblable!à!celui!observé!par!

Maddox!et!Brurridge!(2003)!après!inhibition!de!RhoA!et!ROCK!par!les!inhibiteurs!GSTM

C3!et!Y27632,!respectivement.!Toutefois,!ce!phénotype!est!accentué!dans!les!cellules!

déplétées!en!Moésine!par!rapport!aux!cellules!déplétées!en!Myosine!II!ou!ROCK.!En!

effet,!dans!les!cellules!dont!l’expression!de!la!Myosine!II!est!inhibée,!les!marges!des!

cellules! se! rétractent! contrairement! aux! cellules! dans! lesquelles! la! Moésine! est!

déplétée.! Par! ailleurs,! l’expression! d’un! phosphomimétique! conduit! à! une!

augmentation! de! la! rigidité! corticale,! alors! que! l’expression! d’un! mutant! nonM

phosphorylable!de!la!Moésine!n’a!pas!d'effet!sur!la!rigidité!corticale!(Carreno!et!al.,!

2008).! L’expression! de! la! Moésine! T558D! est! suffisante! pour! permettre!
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l’arrondissement!et!l’augmentation!de!la!rigidité!corticale.!Ces!résultats!suggèrent!donc!

que!la!Moésine!jouerait!un!rôle!plus!important!que!la!Myosine!II!dans!l’arrondissement!

des!cellules.!!

L’anaphase! est! marquée! par! une! élongation! des! cellules.! Dans! ce! processus,! la!

Moésine!joue!aussi!un!rôle!significatif!car!elle!permet!la!relaxation!polaire.!Au!cours!de!

la! mitose,! la! Moésine! active! demeure! corticale! jusqu’à! l’anaphase! A! et! devient!

équatoriale!lors!de!l’élongation!des!cellules!en!anaphase!B,!qui!requiert!une!relaxation!

polaire!ainsi!que! la!contraction!concomitante!de! l’anneau!contractile!d’actomyosine!

(Hickson!et!al.,!2006)!impliquant!par!conséquent!une!régulation!spatiale!de!la!Moésine.!!

Les!expériences!menées!par!Roubinet!et!al.!(2011)!montrent!que!la!localisation!de!la!

Moésine!dépend!de!la!production!locale!de!PI(4,5)P2!et!de!l’activité!de!la!phosphatase!

Pp1M87B.! Le!modèle! suivant! a! ainsi! pu! être! proposé! :! la!Moésine! est!maintenue!

cytoplasmique!au!cours!de!l’interphase!par!l’action!de!la!Pp1M87B.!La!diminution!de!son!

activité!lors!de!l’entrée!en!mitose!permet!l’accroissement!de!la!phosphorylation!de!la!

T558! et! ainsi! de! promouvoir! la! conformation! ouverte! de! la! protéine.! Ceci! a! pour!

conséquence!l’interaction!entre!le!domaine!FERM!et!les!PIP2!présents!à!la!membrane,!

et! entre! la! partie! CMTerminale! de! la!Moésine! et! les! filaments! d’Actine,! permettant!

l’augmentation!de!la!rigidité!corticale!et!l’arrondissement!des!cellules.!Lors!de!la!phase!

d’élongation,!la!production!locale!de!PI(4,5)P2!par!Skittles!et!PTEN!permet!d’inactiver!

la!Moésine!aux!pôles!et!de!restreindre!son!activité!au!cortex!équatoriale.!En!outre,!il!a!

été!montré!que!la!Moésine!est!phosphorylé!par!la!kinase!ROCK!sur!le!résidu!558!in#

vitro/(Hébert!et!al.,!2008)./Bien!que!l’effet!de!cette!phosphorylation!ait!été!étudié!dans!

le!contexte!de!l’apoptose,!ceci!suggère!que!la!Moésine!pourrait!être!régulée!par!une!
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seconde! voie! de! signalisation! au! cours! de! la! division! cellulaire! agissant!

séquentiellement!ou!parallèlement!pour!promouvoir!l’arrondissement!des!cellules.!!

!

III.!B.!La!cytokinèse!

La!cytokinèse!consiste!en!la!formation!de!deux!cellules!filles!à!partir!d’une!cellule!mère.!

Cette! étape! de! la! mitose! débute! après! la! transition! métaphaseManaphase! et! est!

caractérisée!d’une!part!par!la!migration!des!plaques!de!chromatides!sœurs!vers!les!

pôles!de!la!cellule!lors!de!l’anaphase!A,!l’élongation!de!la!cellule!lors!de!l’anaphase!B!

concomitante! à! l’ingression! de! l’anneau! d’actomyosine! à! équidistance! des! deux!

plaques!de!chromatides!sœurs.!Dans!ce!processus,!il!a!été!montré!que!la!Rho!GTPase!

RhoA! et! son! régulateur! la! RhoGEF! Ect2! jouent! un! rôle! central.! La! déplétion! ou!

l’inactivation!de! l’une!de!ces!protéines!entraîne! la! formation!de!cellules!binucléées,!

caractéristiques!d’un!défaut!de!cytokinèse.!Ces!défauts!de!cytokinèse!peuvent!être!

classés!en!deux!catégories,!précoces!et!tardifs.!Les!défauts!de!cytokinèse!précoces!

sont!générés!par!un!défaut!de!localisation!de!l’Actine!et!de!la!Myosine!au!site!présomptif!

du!sillon!de!clivage,!conduisant!à!des!cellules!dans!lesquelles!l’anneau!contractile!ne!

se!forme!pas,!et!le!sillon!de!clivage!non!plus.!En!revanche,!les!défauts!de!cytokinèse!

tardifs!sont!caractérisés!par!la!formation!du!sillon!de!clivage,!son!ingression!mais,!aussi!

sa!régression!au!cours!de!sa!contraction.!!

La! contraction! du! sillon! de! clivage! apparaît! donc! comme!étant! le! résultat! de! trois!

événements! :! la! spécification! du! plan! de! clivage,! le! recrutement! des! protéines! de!

l’anneau!contractile!d’actomyosine!et!enfin!la!stabilisation!de!l’anneau!contractile.!!

! !
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III.!B.!1.!Spécification!du!plan!de!clivage!

Le!mécanisme!impliqué!dans!la!spécification!du!plan!de!clivage,!c’estMàMdire!l’endroit!

où!les!protéines!permettant!la!formation!et!la!contraction!de!l’anneau!de!clivage!vont!

être!recrutées!a!donné!lieu!à!l’hypothèse!qu’il!existe!un!signal!permettant!de!déclencher!

la!contraction!du!sillon!de!clivage.!Deux!structures!pouvaient!alors!être!impliquées!dans!

ce!mécanisme,!les!chromosomes!et!les!centrosomes,!mais!ont!été!montrées!comme!

dispensables!à!ce!processus!(Khodjakov!&!Rieder,!2001).!En!revanche,!les!travaux!

réalisés!par!Rappaport!ont!montré!que!les!microtubules!jouent!un!rôle!central!dans!ce!

processus!(Rappaport,!1961).!En!effet,!dans!le!but!de!déterminer!l’origine!des!signaux!

intervenant!dans!la!formation!du!sillon!de!clivage,!la!morphologie!des!œufs!d’oursins!

plats!a!été!altérée!à!l’aide!d’une!aiguille!enfoncée!dans!le!cytoplasme!et!formant!ainsi!

un!trou!au!milieu.!Il!a!pu!être!observé!que!lors!de!la!première!division,!le!sillon!de!clivage!

se!formait!entre!les!microtubules!astraux!d’un!côté!du!renflement,!formant!une!cellule!

binucléée! en! forme! de! sabot.! Dans! les! divisions! suivantes,! le! fuseau! mitotique!

s’organise!en!longueur,!et!les!divisions!cellulaires!s’effectuent!de!manière!à!ne!produire!

que!des!cellules!mononucléées.!Par!ailleurs,!la!dépolymérisation!des!microtubules!en!

métaphase! ou! en! début! d’anaphase! empêche! la! formation! d’un! sillon! de! clivage,!

suggérant!donc!que!ceuxMci!seraient!essentiels!à!ce!processus!(Hamaguchi,!1975).!La!

contraction!du!sillon!de!clivage!nécessite!tout!d’abord!la!spécification!du!plan!de!clivage!

qui! va! permettre! de! recruter! les! protéines! nécessaires! à! la! formation! du! sillon! et!

l’activation!de!la!force!contractile.!!



!
!

113!

Deux!modèles!ont!par!la!suite!été!proposés!pour!expliquer!le!mécanisme!par!lequel!le!

sillon!de!clivage!se!contracte!:!celui!de!la!stimulation!astrale,!et!celui!de!la!relaxation!

astrale!(Glotzer,!2001).!!

!

III.!B.!1.!a.!!Stimulation!astrale!

Dans!le!premier!modèle,!il!est!postulé!que!les!microtubules!astraux!envoient!un!signal!

de!stimulation!au!cortex!en!transportant!un!facteur!initiateur!de!l’ingression!du!sillon!

(figure!29).!Par!conséquent,!le!signal!de!stimulation!serait!plus!important!à!l’équateur!

qu’aux!pôles.!!

!

Figure/29/:/Modèle/de/stimulation/astrale./

Les/microtubules/envoient/un/signal/qui/favorise/l’activité/contractile/au/cortex/équatoriale./

!

III.!B.!1.!b.!Relaxation!astrale!

En!revanche,!dans!le!second!modèle!de!la!relaxation!astrale,!il!est!proposé!que!les!

microtubules!astraux!envoient!un!signal!réduisant!la!contractilité!corticale!en!fonction!

de!leur!densité.!D’après!ce!modèle!la!densité!de!microtubules!aux!pôles!des!cellules!
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étant!plus!importante!qu’à!l’équateur,!cela!empêche!la!formation!et!la!contraction!d’un!

sillon!de!clivage!aux!pôles.!La!densité!étant!plus!faible!à!l’équateur,!cela!permettrait!

donc!de!stimuler!la!contraction!du!sillon!de!clivage!(figure!30).!!

Ces!deux!modèles!proposent! une! vision!opposée!quant! au! rôle! des!microtubules!

astraux!dans!le!processus!d’ingression!du!sillon!de!clivage,!et!cela!pour!deux!raisons.!

Le!modèle!de!stimulation!astrale!assume!que!les!microtubules!astraux!sont!longs!et!

peuvent! ainsi! atteindre! l’équateur! de! la! cellule,! alors! que! le! second! modèle,! de!

relaxation!astrale!suggère!que!la!longueur!des!microtubules!astraux!est!plus!courte!et!

dense!aux!pôles!de!la!cellule.!!

!

Figure/30/:/Modèle/de/la/relaxation/astrale.//

La/densité/élevée/de//microtubules/astraux/aux/pôles/de/la/cellule/permet/d’inhiber/l’activité/contractile/à/cet/
endroit,/tandis/que/la/faible/densité/de/microtubules/astraux/au/cortex/équatorial/favorise/l’activité/contractile./

!

III.!B.!1.!c.!!Le!fuseau!central!

Enfin!un!troisième!modèle!a!été!proposé!tenant!compte!de!deux!observations,!d’une!

part! la! réorganisation! du! fuseau! mitotique! lors! de! l’anaphase! et! d’autre! part! sa!

désorganisation! par! déplétion! de! MKLP1! ayant! pour! conséquence! l’absence! de!
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formation!d’un!sillon!de!clivage!malgré!la!présence!de!microtubules!astraux!(Somers!&!

Saint,!2003).!Au!cours!de!l’anaphase,!le!fuseau!mitotique!se!réorganise!et!est!remplacé!

au! centre! de! la! cellule! par! une! structure! composée! d’un! réseau! de!microtubules!

antiparallèles,!le!fuseau!central.!Cette!structure!provient!des!microtubules!interpolaires!

du! fuseau!mitotique,! qui! lors! de! l’anaphase! se! détachent! des! centrosomes! et! se!

groupent! par! leurs! extrémités! (+)! dans! la! zone! équatoriale! du! fuseau.! Un! certain!

nombre!de!protéines!du!cytosquelette!interviennent!dans!la!formation!de!cette!zone,!et!

notamment,!les!Chromosomal!Passenger!Complex!(CPC),!les!MicrotubuleMAssociated!

Proteins!(MAPs),!les!Kinésines!(KIF4A,!KIF20,!KIF23)!ou!encore!Protein!Regulator!of!

Cytokinesis!1!(PRC1).!!

Un!complexe!en!particulier!joue!un!rôle!important!dans!le!processus!de!formation!du!

fuseau!central,! le!centralspindlin.!Ce!complexe!est! formé!par! l’association!de!deux!

protéines,!une!Kinésine!23!:!MKLP1,!et!une!GTPase!Activating!Protein!:!MgcRacGAP!

(Mishima,! Pavicic,! Grüneberg,! Nigg,! &! Glotzer,! 2004),! dont! les! expressions! sont!

régulées!au!cours!du!cycle!cellulaire!(Seguin!et!al.,!2009).!!

Il!a!été!montré!que!la!déplétion!de!l’une!ou!l’autre!de!ces!protéines!entraîne!des!défauts!

d’organisation! du! fuseau! central! (Somers!&!Saint,! 2003l!Yüce,!Piekny,!&!Glotzer,!

2005),!ainsi!que!des!défauts!de! localisation!de!l’Actine!et!de! la!Myosine.!Tous!ces!

résultats!indiquent!donc!que!le!fuseau!central!est!impliqué!dans!la!spécification!du!plan!

de!clivage!et!dans!la!formation!de!l’anneau!contractile.!Les!expériences!menées!par!

Yüce!et! al.! (2005)!ont!montré!que! l’absence!de! fuseau!central! observé! lors!de! la!

déplétion!de!MgcRacGAP!induit!l’absence!de!recrutement!de!Ect2!au!site!présomptif!

du!sillon!de!clivage,!provoquant!l’absence!de!recrutement!de!RhoA,!de!la!Myosine!et!
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de!concentration!de!l’Actine.!Ces!phénotypes!sont!caractéristiques!d’un!défaut!précoce!

de!cytokinèse,!dans!lequel!est!observée!l’absence!de!sillon!de!clivage!conduisant!à!la!

binucléation.!En!revanche,! la!déplétion!de!MKLP1!entraîne!un!phénotype!différent,!

dans!lequel!le!fuseau!central!est!désorganisé.!Ceci!a!pour!conséquence!de!provoquer!

l’apparition!d‘une!zone!élargie!de!RhoA!actif!au!site!présomptif!du!sillon!de!clivage.!!

Contrairement!aux!phénotypes!observés!lors!de!la!déplétion!de!MgcRacGAP,!Actine!

et!Myosine!se!localisent!au!site!présomptif!du!sillon!de!clivage,!à!l’inverse!de!Ect2.!Par!

conséquent,!il!apparaît!que!la!fonction!de!Ect2!est!de!permettre!la!formation!d’une!zone!

restreinte!de!RhoA!actif!favorisant!une!réorganisation!locale!de!l’Actine,!ainsi!qu’une!

activation!spatialement!restreinte!de!la!Myosine!(figure!31).!!

La!spécification!du!plan!de!clivage!est!donc!une!étape!essentielle!de!la!formation!de!

l’anneau!contractile!et!nécessite!la!formation!du!fuseau!central!qui!va!permettre!une!

activation!locale!de!RhoA.!

!
Figure/31/:/Modèle/du/fuseau/central.//

Dans/ce/mécanisme,/le/fuseau/central/envoie/un/signal/au/cortex/qui/permet/de/concentrer/RhoA/actif/ainsi/que/
les/composants/de/l’anneau/contractile/d’actomyosine/au/cortex/équatorial./

!
!
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III.!B.!2.!Assemblage!et!contraction!du!sillon!de!clivage!

Les!voies!de!signalisation!dépendantes!de!RhoA!permettent!l’assemblage!de!l’anneau!

contractile!d’actomyosine!par!l’intermédiaire!des!Formines!et!l’activation!de!la!Myosine.!

En!effet,!RhoA!stimule! la!nucléation!des! filaments!d’Actine!grâce!à! l’activation!des!

Formines,!et!d’autre!part,!RhoA!permet!l’activation!de!la!Moysine!II!par!phosphorylation!

de!la!chaîne!légère!de!la!Myosine!directement!par!ROCK!et!aussi!par!phosphorylation!

de!la!MYPT!qui!a!pour!conséquence!d’inhiber!la!Myosin!Phosphatase!(Matsumura,!

2005l!Matsumura,!Yamakita,!&!Yamashiro,!2011).!L’Actine!et!la!Myosine!II!localisent!

indépendamment!l’une!de!l’autre!au!cortex!cellulaire,!et!forment!l’anneau!contractile,!et!

s’enrichissent!au!cortex!équatorial!par!flux!cortical.!

Enfin,!une!autre!protéine!semble!jouer!un!rôle!important!dans!l’assemblage!de!l’anneau!

d’actomyosine.!L’Anilline!est!une!protéine!de!124kDa!qui!contient!plusieurs!domaines!

de!liaisons!parmi!lesquels!un!domaine!de!liaison!à!l’Actine,!la!Myosine,!MgcRacGAP!

et!RhoA!actif!(Piekny!&!Glotzer,!2008).!Cette!protéine!peut!être!considérée!comme!une!

protéine!d’assemblage!permettant!de! relier! les!constituants!des!signaux!du! fuseau!

central!à! la!membrane!plasmique,!et!permet!aussi!de!stabiliser! l’anneau!contractile!

durant!l’ingression!du!sillon!de!clivage.!

Pour!finir,!l’assemblage!de!l’anneau!contractile!d’actomyosine!est!suivi!par!l’ingression!

de! la! membrane! plasmique! jusqu'à! la! formation! d’un! pont! intercellulaire.! Les!

mécanismes!permettant!de!générer!la!force!contractile!sont!mal!connus!(Fededa!&!

Gerlich,!2012).!Un!modèle!est!communément!accepté,!et!stipule!que,!de! la!même!

manière!que!dans!les!sarcomères,!la!force!contractile!est!générée!par!le!glissement!

des!filaments!de!Myosine!le!long!des!filaments!d’Actine.!!
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L’analyse!par!microarray!du!transcriptome!peut!fournir!des!informations!sur!la!fonction!

ou!le!mécanisme!d’action!de!protéines!encore!peu!connues.!Etant!donné!qu’il!existe!

de!multiples!GEFs!et!GAPs!de!Rho!qui!n’ont!pas!encore!été!caractérisées,!l’équipe!

avait!utilisé!cette!approche!afin!d’obtenir!des!indices!sur!les!fonctions!potentielles!de!

ces!protéines.!Ainsi,!en!collaboration!avec!l’équipe!du!programme!Carte!d’Identité!des!

Tumeurs!de!la!Ligue!Nationale!contre!le!Cancer,!les!niveaux!relatifs!d’expression!des!

GEFs!et!GAPs!spécifiques!de!Rho!ainsi!que!de!ces!GTPases!ellesMmêmes!dans!des!

leucémies!et!lymphomes!humains!ont!été!étudiés.!Une!clusterisation!hiérarchisée!à!

deux!dimensions,!dans!des!leucémies!aiguës!lymphoblastiques!de!type!T!(TMALL),!a!

permis! de! rassembler! au! sein! de! groupes,! d’une! part! les! échantillons! cliniques!

présentant!des!profils!d’expression!géniques!similaires,!et!d’autre!part!les!protéines!de!

la!voie!Rho!dont!l’expression!varie!en!parallèle!d’un!échantillon!à!l’autre.!

Le!groupe!de!gènes!de!la!voie!Rho!auquel!l’équipe!s’est!intéressé!tout!d’abord,!afin!de!

valider!cette!approche,!comprend!ect2,/mgcracgap,/citron!et!arhgap19.!Les!protéines!

Ect2,!MgcRacGAP!et!Citron!ont!tous!trois!un!rôle!établi!dans!les!mécanismes!régulant!

la!mitose,!au!moment!de!la!cytokinèse.!L’extinction!de!l’expression!de!leurs!gènes!au!

moyen!de!siRNA!ainsi!que!la!surexpression!de!formes!mutées!de!ces!protéines!conduit!

à!des!défauts!de!cytokinèse,!qui!se!traduisent!notamment!par!la!formation!de!cellules!

multiMnucléées.!En!revanche,!aucune!fonction!biologique!n’avait!alors!été!déterminée!

pour!la!protéine!ARHGAP19.!!

Les résultats préliminaires obtenus avant le début de ma thèse indiquaient que:  

L’expression de ARHGAP19 semble préférentielle au système hématopoïétique et est 

notamment exprimée dans les lymphocytes T.  
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L’expression de ARHGAP19 (ARNm et protéines) varie au cours de la progression 

dans le cycle cellulaire des lymphocytes T, et ces variations sont parallèles à celles 

précédemment décrites par l’équipe pour Ect2 et RacGAP1 (Seguin et al., 2009, Touré 

et al., 2008).  

La surexpression dans les cellules Hela de la protéine ARHGAP19 induit des 

anomalies morphologiques subtiles du pont intercellulaire séparant les cellules filles en 

fin de cytokinèse.  

Ces résultats suggéraient que la protéine ARHGAP19 pouvait effectivement participer 

au contrôle de la cytokinèse. Les premières données quantifiant la quantité d’ADN dans 

les lymphocytes T, obtenues par cytométrie en flux, avaient montré que lorsque 

ARHGAP19 était surexprimée, on pouvait observer la formation de cellules 

tétraploïdes, corrélées en microscopie par des cellules binucléées. Lorsque 

l’expression de ARHGAP19 était diminuée, on pouvait observer la présence de 

chromosomes mal ségrégés dans les ponts intercellulaires.!

Le!projet!vise!donc!à!analyser!plus!exhaustivement!la!fonction!d’ARHGAP19!et!

à!déterminer!son!mode!d’action.!

! !
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I.!Fonction!biologique!de!ARHGAP19!

I.!A.!Expression!de!ARHGAP19!au!cours!du!cycle!cellulaire!

Nous!avons!montré!que!l’expression!de!ARHGAP19!est!régulée!au!cours!du!cycle!

cellulaire!et!elle!est!maximale!en!mitose.!Lorsque!l’on!synchronise!des!Lymphocytes!T!

Kit!225,!par!privation!d’ILM2,!on!observe!que! l’expression!de!ARHGAP19!n’est!pas!

détectable!en!phase!G1,!augmente!en!phases!S!et!G2,!et!est!maximale!lorsque!les!

cellules!sont!synchronisées!en!mitose!au!moyen!de!Nocodazole.!Puis!l’expression!de!

ARHGAP19!diminue!progressivement!lorsque!le!Nocodazole!est!retiré!du!milieu!de!

culture!permettant!aux!cellules!de!progresser!vers!le!cycle!cellulaire!suivant.!!

!

I.!B.!Localisation!de!ARHGAP19!au!cours!du!cycle!cellulaire!

Nous!avons!pu!observer!que!la!protéine!endogène!reste!cytoplasmique!en!prophase!

et!métaphase,!commence!à!être!recrutée!au!cortex!de!la!cellule!lors!de!la!transition!

métaphaseManaphase,!puis!dans!le!sillon!de!clivage!lors!de!son!ingression!et!dans!le!

pont!intercellulaire!en!télophase!avant!de!retourner!dans!le!noyau!lors!de!la!progression!

vers!la!phase!G1!suivante.!

Afin!de!déterminer!le!rôle!biologique!de!la!protéine!ARHGAP19,!nous!avons!

appliqué!une!approche!de!surexpression!et!d’extinction!de! la!protéine.!Pour!

cela,!nous!avons!transfecté!des!cellules!Kit!225!avec!un!plasmide!codant!pour!

la! forme! sauvage! de! la! protéine! (GFPMARHGAP19! WT)! ou! deux! shRNA!

(shARHGAP19).! Nous! avons! ainsi! pu! montrer! que! la! modulation! de!
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l’expression!de!ARHGAP19!a!un!impact!sur!trois!événements.!

I.!C.!Rôle!biologique!de!ARHGAP19!

I.!C.!1.!Changements!de!forme!

La!modulation!de! l’expression!de!ARHGAP19!a!un! impact! sur! le! temps!de!

changement! de! forme! des! cellules.! Lors! de! la! sortie! de! mitose,! les!

changements!de!forme!des!cellules!interviennent!de!la!façon!suivante:!quatre!

minutes!après!la!ségrégation!des!chromatides!sœurs,!les!cellules!s’allongent,!!!

ce!qui!est!suivie!une!minute!après!par!la!formation!et!l’ingression!du!sillon!de!

clivage.! Nous! avons!montré! que! dans! les! cellules! Kit! 225! dans! lesquelles!

l’expression! de! ARHGAP19! est! diminuée,! ces! événements! se! produisent!

précocement!par!rapport!aux!cellules!contrôles.!En!effet,!dans!près!de!50%!

des! cellules! Kit! shARHGAP19,! l’élongation! des! cellules! s’effectue! deux!

minutes! avant! la! transition!métaphaseManaphase.! Cet! événement! est! suivi,!

deux!minutes!après!la!ségrégation!des!chromatides!sœurs,!par!l’ingression!du!

sillon!de!clivage.!A!l’inverse,!dans!les!cellules!dans!lesquelles!ARHGAP19!est!

surexprimée,!l’allongement!des!cellules!intervient!environ!sept!minutes!après!

la!transition!métaphaseManaphase,!suivi!environ!une!à!deux!minutes!après!par!

la!contraction!du!sillon!de!clivage.!

!

I.!C.!2.!Ségrégation!des!chromatides!soeurs!

La!modulation!de!l’expression!de!ARHGAP19!a!un!impact!sur!la!ségrégation!

des! chromatides! soeurs.!Dans! les! cellules! déplétées! en! ARHGAP19,! nous!
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avons! fréquemment! observé! des! défauts! de! ségrégation! des! chromatides!

soeurs.! L’analyse! des! acquisitions! de! vidéomicroscopie! nous! a! permis! de!

mettre! en! évidence! une! ségrégation! partielle! voire! pas! de! ségrégation! des!

chromatides!soeurs!lors!de!la!contraction!du!sillon!de!clivage.!Ces!défauts!de!

ségrégation!n’ont!pas!pu!être!observés!dans!les!mutants!surexprimant!la!forme!

sauvage!de!ARHGAP19.!

!

I.!C.!3.!Recrutement!membranaire!des!effecteurs!de!RhoA!

Enfin,!la!modulation!de!l’expression!de!ARHGAP19!affecte!le!recrutement!des!

effecteurs! de! RhoA! à! la! membrane.!Afin! de! déterminer! le! mécanisme! par!

lequel!les!phénotypes!de!changements!de!formes!interviennent,!nous!avons!

étudié! les! effecteurs! de! RhoA! à! savoir,! Myosine! II,! Citron! et! ROCK.! Les!

expériences! réalisées!en!microscopie! fixe!ont!montré!que!dans! les! cellules!

shARHGAP19,! RhoA,! Myosine! II! et! Citron! localisent! précocement! à! la!

membrane!par!rapport!aux!cellules!contrôles.!En!effet,!dans!les!Kit!225!non!

transfectées,!RhoA,!Myosine!II!et!Citron!sont!cytoplasmiques!en!prophase!et!

métaphase,!recrutées!au!site!présomptif!du!sillon!de!clivage!en!anaphase,!puis!

s’enrichissent! dans! le! sillon! de! clivage,! et! dans! le! pont! intercellulaire! en!

télophase.!Or,!nous!avons!observé!que! lorsque! l’expression!de!ARHGAP19!

est!éteinte,!RhoA,!Myosine! II!et!Citron! localisent!au!cortex!membranaire!en!

prophase! et! métaphase,! puis! suit! le! même! schéma! que! dans! les! cellules!

contrôles.! Tandis! que! lorsque! ARHGAP19! est! surexprimée,! ces! protéines!

restent! cytoplasmiques! jusqu’à! la! télophase,! moment! auquel! elles! sont!
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localisées!dans!le!pont!intercellulaire.!!

I.!D.!Mécanisme!

Grâce!à!un!anticorps!reconnaissant!la!forme!phosphorylée!de!ROCK2!sur!la!

Sérine!1366!(pROCK2),!marqueur!de!sa!forme!active!(Chuang!et!al.,!2012),!nous!

avons!mis!en!évidence!que!cette!isoforme!de!ROCK!forme!une!structure!en!

forme! de! cage! dans! les! lymphocytes! T! Kit! 225.! L’analyse! des! acquisitions!

faites! à! intensité! constante! afin! de! refléter! l’état! d’activation! de! ROCK2,! a!

montré!que!le!signal!est!maximal!en!prophase!et!métaphase!et!diminue!après!

la! transition! métaphaseManaphase.! De! plus,! dans! les! mutants! Kit! 225!

shARHGAP19,!nous!avons!montré!que!le!signal!est!d’une!part!plus!intense!en!

prophase!et!métaphase!que!dans!les!cellules!contrôles,!et!d’autre!part! il!est!

prolongé! jusqu'à! l’anaphase! tardive.! A! l’inverse,! dans! les! mutants! Kit! 225!

ARHGAP19!WT,! l’intensité! est! plus! faible,! voire! inexistante! au! cours! de! la!

mitose.!Ce!schéma!de!localisation!et!de!cinétique!du!signal!est!semblable!à!

celui!que!nous!avons!pu!observer!lors!des!expériences!d’immunofluorescence!

dans! des! cellules! marquées! avec! l’anticorps! reconnaissant! la! forme!

phosphorylée! de! la! Vimentine! sur! le! résidu! S71! (pVimentine! S71).! Ces!

résultats!reflètent!la!régulation!de!RhoA!par!ARHGAP19.!

Précédemment,!il!a!été!montré!que!les!filaments!intermédiaires!de!Vimentine!

jouent! un! rôle! essentiel! dans! le! changement! de! forme!des! lymphocytes! au!

cours!de! la!mitose! (Yasui!et!al.,!2001).!Par!ailleurs,!Goto!et!al.,! (1998),!ont!

aussi!montré!que!ROCK!phosphoryle!la!Vimentine!sur!le!résidu!S71!permettant!

ainsi! la! déstabilisation! et! le! remodelage! des! filaments! intermédiaires! de!
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Vimentine! (Goto! et! al.,! 1998l! Inada! et! al.,! 1999).! Lorsque! l’on!marque! les!

mutants!Kit!225!avec!les!anticorps!pVimentine!S71!et!pROCK2,!on!observe!

une! corrélation! d’une! part! des! signaux,! et! d’autre! part! de! l’intensité! des!

marquages! au! cours! de! la!mitose.!Ces! résultats! permettent! d’expliquer! les!

phénotypes! mis! en! évidence! par! vidéomicroscopie,! à! savoir! qu’une!

phosphorylation! accrue! de! la! Vimentine! S71! dans! les! mutants! Kit! 225!

shARHGAP19! permet! une! déstabilisation! plus! précoce! des! filaments!

intermédiaires! et! donc! un! changement! de! forme! précoce.! A! l’inverse,! une!

diminution! de! la! phosphorylation! de! la! Vimentine! S71! via! une! inhibition! de!

l’activité! kinase! de! ROCK,! permet! la! déstabilisation! des! filaments!

intermédiaires,! et! par! conséquent! aux!mutants! Kit! 225! ARHGAP19!WT! de!

garder!une!structure!rigide!et!donc!une!morphologie!ronde!plus!longtemps!par!

rapport!aux!cellules!contrôles.!

Enfin,!nous!avons!montré!que!les!phénotypes!décrits!dépendent!de!l’activité!

GAP!de!ARHGAP19.!Nous!avons!muté!l’Arginine!catalytique!R143!présente!

dans! le! domaine! GAP! de! la! protéine! (GFPMARHGAP19! RMut),! et! ainsi!

supprimé!son!activité!GAP.!Les!phénotypes!observés!dans!les!mutants!Kit!225!

ARHGAP19!RMut!sont!remisniscents!de!ceux!observés!dans!les!mutants!Kit!

225!shARHGAP19,!à!savoir!un!changement!de!forme!précoce!des!cellules!en!

mitose,!des!défauts!de!ségrégation!des!chromatides!sœurs!lors!de!la!transition!

métaphaseManaphase,! un! recrutement! précoce! des! effecteurs! de! RhoA! et!

enfin!une!phosphorylation!accrue!de! la!Vimentine!S71!et!de!ROCK2!sur! le!

résidu!S1366.!
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Les!résultats!des!expériences!visant!à!déterminer!le!rôle!biologique!de!ARHGAP19!

nous!ont!permis!de!mettre!en!évidence!que!l’activité!GAP!de!ARHGAP19!sur!RhoA!

participe!au!changement!de!forme!des!lymphocytes!T!par!la!voie!de!signalisation!RhoA!

–!ROCK2!!–!Vimentine!(David,!Petit,!&!Bertoglio,!2014).!

! !
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I.!E.!Article! :! The! RhoGAP!ARHGAP19! controls! cytokinesis!

and!chromosome!segregation!in!T!lymphocytes.!

! !



!130!

! !



!
!

131!

! !



!132!

!
! !



!
!

133!

!
! !



!134!



!
!

135!



!136!

! !



!
!

137!

! !



!138!

! !



!
!

139!

! !



!140!
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II.!Modifications!post\traductionnelles!

Nous! avons! voulu! déterminer! si! ARHGAP19! subit! des! modifications! postM

traductionnelles!au!cours!de! la!mitose.!Nous!avons!démontré!que!ARHGAP19!est!

phosphorylée!sur!deux!résidus!par!CDK1!dans!la!partie!CMTerminale!de!la!protéine.!!

!

II.!A.!ARHGAP19!est!un!substrat!de!CDK1!

Les!expériences!que!nous!avons!menées!ont!montré!que!ARHGAP19!est!un!substrat!

de! CDK1! inMvitro! et! inMvivo.! Dans! un! premier! temps,! nous! avons! pu! observer! la!

phosphorylation!des!motifs!TP!de!ARHGAP19!exclusivement!au!cours!de!la!mitose.!

Pour!cela,!nous!avons!synchronisé!des!cellules!Kit225!aux!différentes!étapes!du!cycle!

cellulaire,!et!immunoprécipité!la!protéine!endogène.!Les!expériences!de!Western!Blots!

réalisées! avec! un! anticorps! reconnaissant! spécifiquement! les! motifs! Thréonine! –!

Proline!phosphorylés!ont!montré!l’absence!de!signal!au!cours!de!la!phase!G1,!S!et!G2.!

En! revanche,! un! signal! apparaît! lorsque! les! cellules! sont! synchronisées! en!

prométaphase! de! mitose! au! moyen! de! Nocodazole.! Ce! signal! décroît! lorsque! le!

Nocodazole!a!été!retiré!du!milieu!de!culture,!et!que!les!cellules!progressent!vers!le!cycle!

cellulaire! suivant.! Par! ailleurs,! l’analyse! de! la! séquence! de! ARHGAP19! révèle! la!

présence!de!deux!sites!consensus!de!phosphorylation!par!CDK1!entourant!les!résidus!

T404!et!T476.!Nous!avons!donc!voulu!vérifier!cette!hypothèse.!Dans!un!premier!temps,!

nous!avons!réalisé!un!test!kinase!inMvitro.!Dans!ce!test,!de!la!GSTMARHGAP19!WT!en!

présence!de!CDK1!active!ou!non.!Le!Western!Blot,!réalisé!avec!l’anticorps!antiMpTP!a!

montré!la!présence!d’un!signal!de!phosphorylation!lorsque!ARHGAP19!WT!est!mise!
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en! présence,!mais! pas! en! absence! de!CDK1,! suggérant! que!ARHGAP19!est! un!

substrat!de!CDK1.!Deux!anticorps!reconnaissant!spécifiquement!les!résidus!T404!et!

T476,!potentiels!sites!de!phosphorylation!par!CDK1,!ont!été!générés.!D’une!part,!nous!

avons!montré!inMvitro!que!ces!anticorps!reconnaissent!spécifiquement!les!résidus!T404!

et!T476!lorsqu’ils!sont!phosphorylés,!d’autre!part,!que!ces!deux!résidus!sont!les!seuls!

substrats!de!CDK1!dans!ARHGAP19.!Les!Western!Blots!réalisés!avec!les!anticorps!

antiMpT404! et! antiMpT476! montrent! un! signal! de! phosphorylation! lorsque! la! GSTM

ARHGAP19! WT! est! mise! en! présence! de! CDK1.! En! revanche,! ces! signaux!

disparaissent! lorsque! les! résidus! T404! et! T476! sont! mutés! en! résidus! nonM

phosphorylables! Alanine! (GSTMARHGAP19! T404A! et! GSTMARHGAP19! T476A,!

respectivement).! Enfin,! nous! avons! aussi! montré! inMvivo! que! ARHGAP19! est! un!

substrat!de!CDK1.!La!cinétique!de!phosphorylation!des!résidus!T404!et!T476,!dans!

des!cellules!Kit225!transfectées!avec!un!plasmide!codant!pour!la!forme!sauvage!de!la!

protéine,!suggère!que!ARHGAP19!est!phosphorylé! inMvivo!par!CDK1.!En!effet,! les!

Western!Blots!réalisés!avec!les!anticorps!antiMpT404!et!antiMpT476!montrent!l’absence!

de!signal!lorsque!les!cellules!sont!synchronisées!avec!l’inhbiteur!de!CDK1,!RO3306.!

Les!signaux!augmentent!après!avoir!retiré!l’agent!synchronisateur!du!milieu!de!culture,!

et!diminue!par!la!suite.!Cette!diminution!est!concomitante!à!la!diminution!de!l’expression!

de!la!Cycline!B1.!!

L’ensemble!de!ces!résultats!montrent!que!ARHGAP19!est!un!substrat!de!CDK1,!inM

vitro!et!inMvivo.!

Nous! avons! ensuite! voulu! déterminer! quelle! est! le! rôle! biologique! de! ces!

phosphorylations.! Nous! avons! généré! des! lignées! Kit225! transfectées! avec! des!
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plasmides!codant!pour!les!formes!mutées!de!ARHGAP19!sur!les!résidus!T404!et!T476!

en!résidus!nonMphosphorylables!Alanine!individuellement!(GFPMARHGAP19!T404A!et!

GFPMARHGAP19! T476A),! et! simultanément! (GFPMARHGAP19! AA).! Nous! avons!

voulu!déterminer!dans!un!premier!temps!si! la!phosphorylation!des!résidus!T404!et!

T476!a!un!impact!sur!l’activité!de!la!protéine!ou!sa!localisation!au!cours!de!la!mitose.!

Les!expériences!menées!ont!permis!de!mettre!en!évidence!que!la!phosphorylation!des!

résidus!T404!et!T476!n’a!pas!d’impact!sur! l’activité!biologique!de!ARHGAP19.!En!

revanche,!la!localisation!de!la!protéine!diffère!lorsque!les!résidus!T404!et!T476!sont!

mutés!en!Alanine,!par!rapport!à!la!localisation!de!la!protéine!sauvage.!En!effet,!au!cours!

de! la! prophase! et! jusqu’à! la! métaphase,! ARHGAP19! WT,! ARHGAP19! T404A,!

ARHGAP19!T476A!et!ARHGAP19!AA!sont!cytoplasmiques.!En!revanche,!à!l’inverse!

de! ARHGAP19! WT,! les! protéines! portant! les! mutations! T404A,! T476A! et! AA!

s’enrichissent! au! cortex! équatorial! lors! de! la! transition!métaphaseManaphase,! puis!

relocalisent!dans!le!cytoplasme,!tel!que!cela!est!observé!dans!les!cellules!surexprimant!

la!protéine!sauvage.!!

Enfin,! nous! avons! pu! observer! la! formation! de! ponts! de! chromatine! au! cours! de!

l’anaphase!pouvant!conduire!à!la!formation!de!cellules!binucléées.!Ce!phénotype!est!

significativement!plus!fréquent!dans!les!mutants!Kit225!ARHGAP19!AA,!ARHGAP19!

T404A!par!rapport!aux!mutants!Kit225!ARHGAP19!T476A!et!ARHGAP19WT.!Par!

ailleurs,!les!expériences!de!cytométrie!en!flux!ont!montré!que!la!quantité!d’ADN!par!

cellules!est!significativement!supérieure!dans!les!mutants!Kit225!ARHGAP19!T404A!

et!ARHGAP19!AA!après!72h!d’induction!d’expression!de!la!protéine.!!

! !
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Manuscrit!en!préparation!

II.!B.!Manuscrit!en!préparation!

Phosphorylation! of! ARHGAP19! by! CDK1! regulates! its! subcellular!

localization!and!function!during!mitosis.!

!

Dominique!Petit,!Claire!Marceaux,!Jacques!Bertoglio+!and!Muriel!David+!

+corresponding!authors!

!

!

INTRODUCTION!

!

Rho!GTPases!are!small!G!proteins!involved!in!a!number!of!signaling!pathways!that!

control!cell!adhesion,!migration!and!cytokinesis.!Through!their!ability!to!bind!to!guanine!

nucleotide!diM!or!triMphosphate,!GTPases!act!as!molecular!switches!alternating!between!

an!inactive!and!active!state,!respectively.!Signaling!pathways!activity!is!regulated!by!

Guanine!Exchange!Factors!(GEFs)!that!facilitate!the!nucleotide!exchange!from!GDP!

to!GTP,!and!GTPase!Activating!Proteins!(GAPs)!that!catalyze!GTP!hydrolysis!to!GDP,!

resulting!in!signaling!pathway!activation!and!deactivation,!respectively.!Small!GTPases!

of!the!Rho!family!play!key!regulatory!roles!during!mammalian!cell!division.!In!particular,!

RhoA! regulates! cortical! rigidity! during! cell! rounding! (Maddox, Maddox, Burridge, & 

Burridge, 2003)!and!constriction!of! the!actomyosin!contractile! ring!during!cytokinesis!

(Kamijo!et!al.,!2006).!Activity!of!Rho!GTPases!must!be!tightly!regulated!to!insure!that!

the!various!steps!of!the!cell!division!process!occur!in!a!coordinated!manner.!Previous!
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studies!on!Rho!GTPases!regulation!during!mitosis!have!underlined!the!importance!of!

three!GEFs!(Tatsumoto,!Xie,!Blumenthal,!Okamoto,!&!Miki,!1999),!GEFMH1!(Birkenfeld!

et! al.,! 2007)! and!MyoGEF! (Wu,! Asiedu,! Adelstein,! &!Wei,! 2006)! and! two! GAPs!

RacGAP1,!also!known!as!MgcRacGAP!(Hirose!et!al.,!2001)!and!p190A!RhoGAP!(Su,!

Agati,!&!Parsons,!2003).!With!regards!to!RhoGAPs,!the!role!of!MgcRacGAP!has!been!

controversial!for!a!while!but!it!is!currently!accepted!that!MgcRacGAP!does!not!directly!

regulates! RhoA! but! rather! inactivates! Rac! which! is! also! indispensable! for!mitosis!

progression.!Recently!ARHGAP11A,!described!as!MMphase!GAP!was!shown!to!control!

the!zone!of!active!RhoA!in!mitotic!HeLa!cells!(Zanin!et!al.,!2013).We!have!previously!

shown!that!the!novel!hematopoietic!cellMspecific!RhoGAP!ARHGAP19!is!involved!in!

cell! shape! changes! during! lymphocyte! mitosis! by! regulating! RhoA! activity! and!

subsequent!ROCKMmediated!phosphorylation!of!!myosin!and!vimentin.!Proteins!that!

are!active!during!cell!cycle!progression!must!be!tightly!regulated!in!a!timely!manner.!

This! is! often! achieved! at! the! level! of! protein! expression! and/or! by! transient!

phosphorylation!by!mitotic!kinases.!

GEF!and!GAP!are!themselves!subject!to!this!type!of!regulation!during!cell!division!(see!

(David, Petit, & Bertoglio, 2012)!for!review).!Expression!levels!of!some!of!the!Rho!GTPase!

regulators!involved!in!mitosis!control!(e.g.!Ect2,!MgcRacGAP!or!ARHGAP19)!fluctuate!

during!the!cell!cycle!and!reach!their!highest!in!G2/M!(Liot et al., 2011; Seguin et al., 2009)l!

(David et al., 2012).!Another! shared!mode!of! regulation!of!many!GEFs!or!GAPs! is!

through!protein!phosphorylation.!Such!postMtranslational!modifications!often!control!the!

ability! of! GEFs! or! GAPs! to! interact! with! other! proteins,! and! thereby! affect! their!

subcellular!localization.!In!addition!there!are!examples!where!phosphorylation!directly!
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regulates!the!activity!of!a!GEF!or!a!GAP!by!modifying!their!conformation!(Hara et al., 

2006)l!(Tripathi et al., 2014).!In!our!previous!study!on!the!role!of!ARHGAP19!in!cytokinesis!

control,!we!gathered!evidence!that!ARHGAP19!must!be!subject!to!postMtranslational!

regulations.!First,!the!ability!of!ARHGAP19!to!delay!cytokinesis!onset!was!restricted!to!

a!timewindow!beyond!which!ARHGAP19!overexpression!had!no!more!impact!on!the!

velocity! of! cleavage! furrow! ingression.! Second,! we! noted! that! localization! of!

ARHGAP19!during!mitosis! progression!was!highly! dynamic,! shuttling!between! the!

cytosol,!the!polar!membrane,!the!equatorial!membrane!and!the!nucleus!of!daughter!

cells.!These!observations!suggested!that!one!or!several!mitotic!kinases!may!regulate!

ARHGAP19!subMcellular!localization!and!/!or!its!activity.!Among!the!numerous!kinases!

that!are!at!play!during!mitosis,!CDK1!is!believed!to!be!one!of!the!main!coordinators!

insuring! that! cytokinesis! does! not! occur! before! chromosome! segregation! (Lindon,!

2008).!This!prompted!us!to!test!whether!CDK1!phosphorylates!ARHGAP19!and!thus!

regulates!its!action!during!mitosis!progression.!!

In!this!report,!we!show!that!ARHGAP19!is!phosphorylated!by!CDK1!on!two!residues,!

T404!and!T476!located!in!the!CMTerminal!region!of!the!protein.!We!investigated!whether!

these!postMtranslational!modifications!have!an!influence!on!the!function!or!localization!

of!the!protein!during!the!early!stages!of!mitosis.!ARHGAP19!phosphorylation!by!CDK1!

does! not! affect! its! biochemical! function.! In! contrast,! results! from! live! cell! imaging!

experiments!indicated!that!protein!phosphorylation!has!an!impact!on!its!localization,!as!

we!observed!ARHGAP19!recruitment!at! the!cell!equator!prior! to! the!metaphase!to!

anaphase!transition.!Finally,!ARHGAP19!phosphorylation!appeared!to!be!essential!in!

maintaining!genome!integrity!during!anaphase.!Mutation!of!both!CDK1!phosphorylation!
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sites!resulted!in!anaphase!bridge!formation,!failure!of!cytokinesis!and!multinucleated!

cells.!!

!

RESULTS!

!

The!404!and!476!threonine!residues!of!ARHGAP19!are!phosphorylated!by!CDK1!

in!early!mitosis.!!

CDK1!is!known!to!phosphorylate!its!subtrates!on!threonine!or!serine!residues!present!

in! S/TMPMxMK/R!motifs! (Holt! et! al.,! 2009),! respectively,! where! x! is! any! amino! acid.!

Sequence!analysis!using! the!elm.eu.org!web!server! revealed! the!presence!of! two!

potential! phosphorylation! sites! for! CDK1! in! the! ARHGAP19! protein,! namely! the!

threonine!residues!at!positions!404!and!476!(Fig.!1A).!To!assess!whether!ARHGAP19!

is! phosphorylated! on! one! or! both! of! these! TPMxMR!motifs,! we! immunoprecipitated!

ARHGAP19! from! lymphocytes! synchronized! in! G1,! SMG2,! proMmetaphase! or! later!

mitotic! stages.! As! shown! in! Figure! 1B,! ARHGAP19! from! proMmetaphasic! cells! is!

recognized!by!an!antiMphosphoMTP!antibody.!The!level!of!ARHGAP19!phosphorylation!

on!TP!motifs!decreased!upon!removal!of!the!synchronizing!agent!which!allowed!cells!

to!resume!progression! in!mitosis.!To! investigate!which!of! the!404!or!476!threonine!

residues!of!ARHGAP19!is!phosphorylated!in!early!mitosis,!HeLa!cells!were!transfected!

with! plasmids! encoding! the!WT,! T404A,! T476A! or! T404A+T476A! forms! of! GFPM

ARHGAP19!and!synchronized!in!proMmetaphase.!Whereas!the!single!T404A!or!T476A!

mutations! only! decreased! the! phosphoMTP! signal,! the! double!mutation! completely!
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abrogated!it!(Fig.!1C).!Taken!together,!these!results!indicate!that,!in!proMmetaphasic!

cells,!ARHGAP19!is!phosphorylated!on!both!the!404!and!476!threonine!residues.!

Given!that!both!the!404!and!476!threonine!residues!of!ARHGAP19!lay!in!motifs!fitting!

the!consensus!of!sites!subject!to!CDK1Mmediated!phosphorylation,!we!tested!whether!

active!CDK1!can,!indeed,!phosphorylate!ARHGAP19.!Using!an!in/vitro!kinase!assay,!

we!found!that!GSTMARHGAP19!can!be!phosphorylated!on!TP!motifs!in!the!presence!

of! recombinant! CDK1/CCNB1! complex! (Fig.! 1D).! As! shown! in! Figure! 1E,! this!

phosphorylation!is!abrogated!by!the!double!T404A+T476A!mutation,!but!not!by!the!

single!T404A!or!T476A!mutations.!To!allow!further!investigation!on!the!phosphorylation!

events!occurring!on!the!404!and!476!threonine!residues,!we!generated!two!antibodies!

against! the! corresponding! phosphoMpeptides.! The! in/ vitro! kinase! assay! described!

above!allowed!us!to!confirm!that!these!antibodies!recognize!their!respective!targets!

specifically.!!

In!Kit225! lymphocytes!synchronized! in!proMmetaphase!using!nocodazole,! treatment!

with! the! RO3306! CDK1! inhibitor! abrogated! phosphorylation! of! the! 404! and! 476!

threonine! residues! of! ARHGAP19! (Fig.! 2A).! Similar! results! were! obtained! using!

roscovitine,! another! CDK1! inhibitor! (data! not! shown).! Interpretation! of! these!

observations!is!subject!to!the!usual!caveats!about!the!lack!of!absolute!specificity!of!

pharmacological! inhibitors,! as! well! as! the! possible! occurrence! of! indirect! effects.!

Nevertheless,! these! results! suggest! that! the! 404! and! 476! threonine! residues! of!

ARHGAP19!are,!indeed,!targeted!by!CDK1!in/vivo.!Supporting!this!notion,!kinetics!of!

appearance! and! disappearance! of! the! phosphoMT404! and! T476! signals! in! cells!

synchronized!by!block!and!release!with!either!RO3306!or!nocodazole!are!reminiscent!
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of!those!described!for!other!CDK1!substrates.!Indeed,!phosphorylation!on!the!404!and!

476! threonine! residues! increased! after! mitosis! onset,! reached! a! maximal! in! cells!

synchronized!in!proMmetaphase,!and!declined!thereafter.!Degradation!of!Cyclin!B1,!an!

event! responsible! for! the! decrease! in! CDK1! activity! level! after! the! metaphaseM

anaphase!transition!(Lindon,!2008),!preceded!disappearance!of!the!phosphoMT404!and!

T476! signals! (Fig.! 2B).!Of! note,! kinetics! of! appearance! and! disappearance! of! the!

phosphorylation!signals!during!mitosis!progression!are!similar! for! the!404!and!476!

threonine!residues,!suggesting!common!regulatory!mechanisms.!

Although! we! have! not! addressed! in! details! the! mechanisms! responsible! for! the!

disappearance!of!the!phosphoMT404!and!T476!signals!in!late!mitosis,!we!observed!that!

this!phenomenon!can!be!prevented!by!cell!treatment!with!calyculin!A,!an!inhibitor!of!

type!1!phosphatases!(Fig.!2A).!This!suggests!that!the!decrease!in!phosphoMT404!and!

MT476!ARHGAP19!levels!after!the!metaphaseManaphase!transition!results,!at!least!in!

part,!from!its!dephosphorylation.!

!

CDK1\mediated! phosphorylation! of! the! 404! and! 476! threonine! residues! of!

ARHGAP19!does!not!impact!on!its!GAP!activity!toward!Rho\A.!

Even!though!the!GAP!domain!of!ARHGAP19!does!not!encompass!the!404!and!476!

threonine!residues!(see!diagram!Fig.!1A),!it!was!conceivable!that!phosphorylation!of!

these!sites!may!modulate!the!intrinsic!GAP!activity!by!changing!the!conformation!of!the!

ARHGAP19!protein.!We!addressed!this!question!by!performing!a!GAP!assay!in/vitro.!

We! previously! showed! that! the! ARHGAP19! protein! immunoprecipitated! from!

nocodazoleMtreated,! GFPMARHGAP19! WTMexpressing! Kit225! cells! was! active! on!
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RhoA!but!not!on!Rac1!or!CDC42!(MaGAP).!We!reproduced!this!experiment!using!

GFPMARHGAP19!WTMexpressing!Kit225!cells!synchronized!either!before!mitosis!entry!

(through!cell!treatment!with!the!RO3306!CDK1!inhibitor)!or!in!proMmetaphase!(through!

cell! treatment!with! nocodazole).!No! difference! in!GAP!activity! of!ARHGAP19!was!

observed!in!the!in/vitro!GAP!assay!(Supplemental!Fig.!S1).!This!result!indicates!that!

the!postMtranslational!modifications!(including!the!CDK1Mmediated!phosphorylation!on!

T404!and!T476)!that!occur!between!mitosis!onset!and!proMmetaphase!do!not!impact!

on!ARHGAP19!intrinsic!GAP!activity.!

!

Preventing!phosphorylation!by!mutating!the!404!and!476!threonine!residues!of!

ARHGAP19!leads!to!cytokinesis!failure!and!cell!multi\nucleation!and!affects!the!

dynamic!relocalization!of!ARHGAP19!during!mitosis.!!

As!a!first!approach!to!investigate!the!role!of!the!CDK1Mmediated!phosphorylation!of!

ARHGAP19,!we!analyzed!by!flow!cytometry!the!cellMcycle!distribution!of!T!lymphocytes!

expressing!either!the!WT!or!the!T404A+T476A!forms!of!GFPMARHGAP19.!CellMcycle!

distribution! of! the! T! lymphocyte! population! expressing! the! WT! form! of! GFPM

ARHGAP19!in!response!to!doxycyclin!was!undistinguishable!from!that!of!the!same!

population!without!doxycylin,!or!of!populations!of!untransfected!or!GFPMexpressing!

lymphocytes!(Fig.!3).!We!concluded!that!expression!of!GFPMARHGAP19!WT!has!no!

major!impact!on!lymphocyte!cellMcycle!progression.!This!result!is!consistent!with!our!

previous!findings!that!cells!expressing!GFPMARHGAP19!WT!performed!cell!division!

successfully,!despite!a!few!minutesMlong!delay!in!cytokinesis!onset!as!compared!to!

control!cells.!In!contrast,!doxycyclinMinduced!expression!of!the!T404A+T476A!form!of!
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GFPMARHGAP19!drastically!modified!lymphocyte!cellMcycle!distribution.!Indeed,!about!

50%!of!these!cells!displayed!more!than!4N!DNA!(Fig.!3).!Given!that!lymphocytes!of!the!

Kit225!line!usually!divide!every!20!hours!when!cultured!in!normal!conditions,!cells!were!

expected!to!divide!one!or!two!times!during!the!48!hoursMlong!treatment!with!doxycyclin.!

Presence!of!cells!with!8!or!16N!DNA!revealed!the!occurrence!of!one!or!two!rounds!of!

DNA! replication! without! cell! division,! respectively.! Thus,! expression! of! the!

T404A+T476A!form!of!GFPMARHGAP19,!but!not!of! the!WT!form,!affects!cellMcycle!

distribution.!This!suggests! that! the!CDK1Mmediated!phosphorylation!of!ARHGAP19!

modulates!the!biological!function(s)!of!ARHGAP19.!

!

ARHGAP19!localization!

Next,!we!considered!the!possibility!that!ARHGAP19!phosphorylation!on!residues!T404!

and! T476! were! involved! in! protein! localization! during! mitosis.! Protein! localization!

displayed!a!noticeable!difference!at!the!metaphase!to!anaphase!transition!compared!

to!the!wildMtype!form!of!the!protein.!Similarly!to!cells!expressing!ARHGAP19!WT,!during!

prophase!and!metaphase,!ARHGAP19!AA!localized!in!the!cytoplasm.!In!contrast,!the!

nonMphosphorylatable! form! of! ARHGAP19! localized! at,! and! was! enriched! at! the!

equatorial!cell!cortex!(Fig.!5).!This!event!consistently!occurred!two!minutes!prior!to!the!

metaphaseManaphase!transition.!Following!this,!the!protein!localized!to!the!polar!cortex!

during!anaphase,!and!in!the!cytoplasm!at!the!end!of!mitosis!before!returning!to!the!

nucleus! when! nuclear! envelope! reformed! in! telophase! in! all! mutants.! These!

observations!were!similar!to!those!made!in!single!mutants,!ARHGAP19!T404A!and!

ARHGAP19!T476A.!!!
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Live!cell!imaging!experiments!also!revealed!the!presence!of!chromatin!bridges!during!

anaphase.!The!occurrence!of!anaphase!bridges!was!substantially!more!frequent! in!

cells!expressing!ARHGAP19!AA!compared!to!ARHGAP19!WT!expressing!cells!(Fig.6).!

Additional! analysis! of! SMC! family! proteins! did! not! reveal! any! abnormalities! in! the!

cohesion/condensing!complexes!and!no!signs!of!replicative!stress!was!identified!by!

immunofluorescence!labeling!of!histone!H2AX,!CENPMA,!BLM!or!FANCD2.!Thus!the!

origin!of!these!bridges!remain!unexplained.!Yet,!together!with!the!abnormal!dynamics!

of! the! actomyosin! ring! described! above,! these! persistent! anaphase! bridges! may!

contribute!to!the!formation!of!multinucleated!cells.!!

!

!

DISCUSSION!

In!this!paper!we!have!demonstrated!that!RhoA’s!regulator!ARHGAP19!is!a!substrate!

of! the!mitotic! kinase! CDK1! in/ vitro! and! in/ vivo.! Bioinformatics! sequence! analysis!

revealed! the! presence! of! two! consensus! motifs! of! phosphorylation! by! CDK1.!

Experiments!performed!demonstrated!that!ARHGAP19!is!phosphorylated!in!the!TP!

motifs!exclusively!during!mitosis!(Fig.!1B).!Furthermore,!two!antibodies!that!recognize!

specifically!the!phosphorylated!forms!of!residues!T404!and!T476!were!generated!(Fig.!

1C,!E).!These!were!also!used!to!investigate!the!phosphorylation!kinetics!during!mitosis.!

Results!from!kinetic!experiments!in!cells!synchronized!either!at!the!G2MM!transition,!or!

in!proMmetaphase!using!RO3306!or!Nocodazole!respectively,!showed!T404!and!T476!

phosphorylation! events! occurred! when! Cyclin! B1! expression! levels! are! high,! and!

decrease!when!Cyclin!B1!is!degraded!following!metaphaseManaphase!transition!(Fig.!
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2B).!All!these!results!indicate!ARHGAP19!is!a!substrate!of!CDK1.!To!investigate!the!

biological! significance! of! these! phosphorylation,! we! transfected! Kit225! cells! with!

plasmids!coding! for!GFPMARHGAP19!mutated!on!either!T404!and!T476!by!a!non!

phosphorylable! residue! Alanine! (GFPMARHGAP19! T404A! and! GFPMARHGAP19!

T476A,! respectively),! and!a!plasmid!coding! for!GFPMARHGAP19!mutated!on!both!

residues!(GFPMARHGAP19!AA).!

Protein! phosphorylation! is! a! reversible! postMtranslational! modification! allowing! to!

transiently!affect!protein!function!or!localization!(Cherfils,!Cherfils,!Zeghouf,!&!Zeghouf,!

2013l!Patel!&!Karginov,!2014l!Wolfe,!Takaki,!Petronczki,!&!Glotzer,!2009).!Thus,!this!

raised! the!hypothesis! that!ARHGAP19!phosphorylation!by!CDK1!could!activate! its!

GAP! activity! during! the! early! stages! of! mitosis.! To! challenge! this! hypothesis,! we!

performed!an!in/vitro!GAP!assay,!which!revealed!that!whether!GFPMARHGAP19!WT!

is!treated!with!Nocodazole!or!with!the!CDK1!inhibitor!RO3306,!the!GAP!activity!of!the!

protein!is!not!altered!(Fig.!S1).!Furthermore,!we!previously!described!that!ARHGAP19!

is!involved!in!cell!shape!changes!during!mitosis!(David, Petit, & Bertoglio, 2014).!Time!of!

cell!elongation!and!cleavage!furrow!ingression!were!quantified!in!Kit225!mutants!GFPM

ARHGAP19! T404A,! GFPMARHGAP19! T476A! and! GFPMARHGAP19! AA! (Fig.! 5).!

Results! from! these! analyses! did! not! reveal! differences! in! the! two! parameters!

aforementioned!between!Kit225!GFPMARHGAP19!WT!and!Kit225!GFPMARHGAP19!

T404A,!T476A!and!AA.!These!results!demonstrate!that!protein!phosphorylation!has!no!

impact!on!ARHGAP19!GAP!activity,!and!therefore!protein!function!is!not!restricted!to!

the!early!stages!of!mitosis!only,!but!is!continuous!through!cell!division.!!
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We!next!investigated!the!possibility!that!ARHGAP19!phosphorylation!was!involved!in!

protein!localization!during!mitosis.!Live!cell!imaging!experiments!revealed!a!noticeable!

difference!during!the!metaphaseManaphase!transition!in!Kit225!GFPMARHGAP19!AA!

expressing!cells!compared!to!controls.!Indeed,!whereas!the!protein!localization!remains!

cytoplasmic!in!Kit225!GFPMARHGAP19!WT!expressing!cells,!the!non!phosphorylable!

mutant! of! the! protein! is! recruited! at! the! equatorial! cell! cortex! at! the! metaphaseM

anaphase!transition.!Similar!results!were!obtained!in!Kit225!GFPMARHGAP19!T404A!

and! GFPMARHGAP19! T476A! mutants! (Fig.! 5).! Thus,! these! results! suggest! that!

phosphorylation! of! residues! T404! and! T476! during! the! early! stages! of! mitosis!

sequesters!ARHGAP19!in!the!cytoplasm!and!prevent!premature!accumulation!at!the!

equatorial!cell!cortex.!We!previously!observed!this!phenomenon!in!cells!expressing!a!

mutant!of!ARHGAP19!devoid!of!GAP!activity!by!mutation!of!the!catalytic!Arginine.!In!

these!mutants!and!similarly!to!GFPMARHGAP19!AA!mutants,!the!protein!localized!to!

the!equatorial!cell!cortex!(David et al., 2014).!Thus,!the!presence!of!ARHGAP19!at!this!

particular!site!may!prevent!RhoA!premature!activation,!and!consequently!premature!

furrow!ingression.!!

We!also!sought!to!determine!whether!mutation!on!residues!T404!and/or!T476!might!

have!an!influence!on!cell!cycle!progression.!Flow!cytometry!experiments!revealed!no!

difference! in! cell! cycle! progression! between! GFPMARHGAP19! WT! and! GFPM

ARHGAP19!AA!expressing!cells!(Fig.!3).!However,!these!experiments!revealed!the!

formation!of!multinucleated!cells! in!mutants!expressing!cells,!subjected!to!48!hours!

DoxycyclinMinduced!protein!expression.!Furthermore,!in!the!course!of!live!cell!imaging!

experiments,!we!also!noticed!the!formation!of!chromatin!bridges!during!anaphase.!This!
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phenotype!was!substantially!more!frequent!in!cells!expressing!GFPMARHGAP19!AA!

compared!to!GFPMARHGAP19!WT!(Fig.!6).!The!more!frequent!occurrence!of!these!

two! phenotypes! in! the! similar! Kit225! mutant! expressing! cells! raises! the! question!

whether! a! relation! exists! between! these! two! phenotypes.! Cytokinesis! failure! may!

originate!either!from!the!inability!to!form,!or!from!instability!of,!the!cleavage!furrow,!both!

resulting!in!biMnucleated!cells!(Yüce,!Piekny,!&!Glotzer,!2005).!While!in!the!former!case,!

specification!of!the!cleavage!furrow!ingression!site!does!not!occur!resulting!in!the!failure!

of!delivering!the!components!necessary!for!the!formation!of!the!contractile!ring,!the!

latter! is! characterized! by! the! formation,! ingression,! but! regression! of! the! cleavage!

furrow.!Live!cell!imaging!experiments!did!not!allow!to!determine!with!certainty!the!origin!

of!the!biMnucleated!cells!formation.!Indeed,!in!some!cases,!we!could!observed!early!

cytokinesis! failure,! characterized! by! the! absence! of! cleavage! furrow! formation,!

suggesting!also!the!absence!of!contractile!ring!components.!In!other!cases,!cleavage!

furrow! formation! occurred! and! the! actomyosin! ring! contracted,! but! was! halted! at!

proximity! of! chromatin! bridges! resulting! in! cleavage! furrow! regression,! and! biM

nucleation.! Therefore,! it! appears! that! two! distinct! mechanisms! are! at! play! in! the!

formation!of!biMnucleated!cells.!Nevertheless,!considering!that!anaphase!bridges!and!

multiMnucleated! cell! formation! occur! at! higher! frequency! mutants! Kit225! GFPM

ARHGAP19!AA!and!GFPMARHGAP19!T404A!mutants,!the!observation!of!cleavage!

furrow!regression!at!close!proximity!of!chromatin!bridges,!suggest!that!both!phenotypes!

are!not! independent,!and!in!these!mutants,! the!noMcut!pathway!prevents!chromatin!

breakage.! In! addition,! chromatin! bridges!quantifications! in! the! various!ARHGAP19!

mutants!revealed!this!phenotype!also!occurs!substantially!more!frequently!in!Kit225!
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GFPMARHGAP19!T404A!expressing!cells!(Fig.!6).!The!frequency!at!which!anaphase!

bridges!were!observed! in! these!mutant!expressing!cells! is!similar! to! the! frequency!

recorded! in! Kit225! GFPMARHGAP19! AA! expressing! cells,! suggesting! that!

phosphorylation!of!this!particular!residue!is!necessary!to!maintain!genome!integrity.!!

To!conclude,!we!have!demonstrated! that!ARHGAP19! is!a!substrate!of! the!mitotic!

kinase!CDK1,!and!is!phosphorylated!in/vivo!and!in/vitro!on!residues!T404!and!T476!

located!in!the!CMTerminal!region!of!the!protein.!We!have!investigated!whether!these!

postMtranslational!modifications!have!an!impact!on!protein!function!or!localization.!While!

in/vitro!experiments!and! live! imaging!have! led!us! to!conclude! that!T404!and!T476!

phosphorylation! do! not! alter! neither! GAP! activity,! nor! specificity! towards! RhoA,!

mutation!of!these!residues!into!non!phosphorylable!Alanine!induces!the!formation!of!

multinucleated! cells,! and! anaphase! bridges.! The! origin! of! the! formation! of! these!

chromatin!bridges!remain!to!investigate.!Indeed,!it!has!to!be!noted!that!the!chromosome!

segregation! defects! were! readily! observed! using! Hoechst,! and! no! further!

immunostaining!had!to!be!performed,!indicating!this!phenotype!is!unlikely!to!be!the!

consequence!of!a!replicative!stress.!In!addition,!to!our!knowledge,!no!RhoA!GTPase!

Activating! Protein! has! been! shown! to! be! involved! in! neither! such! a! process! nor!

chromosome!architecture!stability.!Nevertheless,!the!occurrence!of!this!phenotype!in!

some!ARHGAP19!mutants!and!not!others,!suggest!a!possible!role!of!the!protein!in!

anaphase!bridges!formation.!The!mechanism!remains!unknown!but!certainly!requires!

more!investigation.!!
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Figure/1:/ARHGAP19/is/a/substrate/of/CDK1./(A)/The/CDK1/consensus/sequences/S/T#P#x#R/K/of/ARHGAP19/are/
located/in/the/C#Terminal/region/of/the/protein/at/position/404/and/476./These/sites/are/located/outside/the/GAP/
domain/ containing/ the/ catalytic/ Arginine/ R143./ (B)/ In/ synchronized/ Kit225/ cells,/ using/ Nocodazole,/
immunoprecipitated/endogenous/ARHGAP19/is/phosphorylated/in/the/TP/motifs./(C)/In/HeLa/cells/synchronized/in/
pro#metaphase,/both/potential/sites/of/phosphorylation/by/CDK1/are/phosphorylated./(D)/and/(E)/In/vitro/kinase/
assays./GST#ARHGAP19/is/put/in/presence/of/recombinant/CDK1/CCNB1/(D)./GST#ARHGAP19/in/its/wild#type/
form,/mutated/on/residues/T404/and/T476/by/non/phosphorylable/Alanine,/were/put/in/presence/of/recombinant/
CDK1/CCNB1./Western/blots/were/performed/using/the/anti#pTP/antibody,/and/antibodies/specifically/recognizing/
the/phosphorylated/forms/of/residues/T404/and/T476.///
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Figure/2:/ARHGAP19/phosphorylation/kinetics./In/synchronized/cells/using/CDK1/inhibitor/RO3306,/and/Nocodazole/
(B,/ left),/ the/phosphorylation/of/ residues/T404/and/T476/coincides/with/high/ levels/of/expression/of/Cyclin/B1./
Phosphorylation/of/these/two/residues/decrease/simultaneously/to/Cyclin/B1/degradation./On/the/right/side,/are/the/
Western/Blot/quantifications/representative/of/the/experiments/on/the/left/side.///
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Figure/3:/Multinucleation/in/ARHGAP19/mutants./Representative/data/from/flow/cytometry/experiments/
performed/ for/ determining/ the/ DNA/ content/ in/ Kit/ 225/ controls/ (left),/ ARHGAP19/ WT/ (middle),/
ARHGAP19/ AA/ (right)/ expressing/ cells/ The/ green/ graphs/ represents/ experiments/ conducted/ with/
Doxycyclin#induced/expression/of/the/protein,/while/the/grey/graphs/represent/the/same/ARHGAP19/
mutants/without/Doxycyclin#induced/expression.////

 
 
 
 
 

 

Figure/4:/Cell/shape/changes/during/mitosis./Quantification/of/cell/shape/changes/during/mitosis./Cell/
length/and/cell/width/were/measured/every/minute,/beginning/at/the/metaphase/to/anaphase/transition/
Kit225/GFP#ARHGAP19/T40A/(blue/line),/GFP#ARHGAP19/T476A/(red/line)/and/GFP#ARHGAP19/AA/
(green/line)./In/the/graph/are/represented/mean/+/#/s.e.m.//
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Figure/5:/Localization/of/ARHGAP19/in/CDK1/mutants/during/mitosis./Selected/frames/representative/
of/ARHGAP19/localization/detected/using/GFP#fused/proteins/during/live/cell/imaging/experiments.//
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Figure/6:/Anaphase/bridges/ in/Kit225/mutants./Selected/ images/of/anaphase/bridges/ found/ in/cells/
expressing/ARHGAP19/mutants./Quantifications/of/anaphase/bridges/in/Kit225/mutants./
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Figure/S1:/In/vitro/GAP/assay/showing/that/ARHGAP19/is/active/towards/RhoA,/but/not/Rac/or/CDC42,/whether/it/
is/in/presence/of/RO3306/or/Nocodazole/(left)./Immunoblots/from/the/cell/extracts/used/in/the/in/vitro/GAP/assay,/
and/performed/with/the/anti#Ptp/antibody/(right)./
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III.!Résultats!non!publiés!

III.!A.!Etude!de!la!phosphorylation!sur!la!condensation!de!la!
chromatine!
!
Les!résultats!des!expériences!d’immunofluorescence!ont!montré!que!la!formation!des!

ponts!de!chromatine!est!plus!fréquente!dans!les!cellules!surexprimant!ARHGAP19!

T404A!et!ARHGAP19!AA!que!par!rapport!aux!autres!mutants!et!contrôles.!Nous!avons!

voulu! déterminer! l’origine! de! ce! phénotype.! Ainsi,! l’hypothèse! émise! est! que! la!

formation! de! ces! ponts! de! chromatine! résulte! d’un! défaut! de! condensation! de! la!

chromatine! en! début! de! mitose.! Par! conséquent,! nous! avons! procédé! à! des!

expériences!d’étalement!de!chromosomes!métaphasiques!afin!de!déceler!de!possibles!

défauts!d’architecture!des!chromosomes.!Les!résultats!de!ces!expériences!n’ont!pas!

permis! de! mettre! en! évidence! des! différences! significatives! d’architecture! des!

chromosomes! métaphasiques! provenant! des! mutants! ARHGAP19! T404A! et!

ARHGAP19!AA!par!rapport!aux!mutants!ARHGAP19!T476A!et!ARHGAP19!WT!et!aux!

contrôles!(figure!32).!

!

Figure/32/:/Structure/des/chromosomes/métaphasiques.//

Les/ expériences/ d’étalements/ de/ chromosomes/ métaphasiques/ montrent/ qu’il/ n’existe/ pas/ de/ différence/
significative/de/structure/entre/les/chromosomes/provenant/des/cellules/Kit225,/et/les/chromosomes/provenant/des/
cellules/Kit225/ARHGAP19/WT/et/ARHGAP19/AA/(bar/d’échelle/:/10µm)./
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Par!ailleurs,!un!protocole!permettant!d’observer! les!protéines!de!structure,!dont! les!

SMC,! par! immunofluorescence! a! été! mis! au! point,! et! nous! a! permis! d’observer!

l’organisation!de!la!structure!des!chromosomes.!Les!résultats!de!ces!expériences!ont!

montré! que! dans! les! cellules! contrôles,! les! protéines! de! structure! SMC2! sont!

organisées!suivant!l’axe!longitudinal!des!bras!de!chromosomes.!Cette!organisation!a!

pu!être!observée!également!dans!les!cellules!Kit225!ARHGAP19!WT,!T404A,!T476A!

et!AA.!Ces!expériences!montrent!que!l’état!de!phosphorylation!de!la!protéine!n’a!pas!

d’incidence!sur!l’état!de!condensation!de!la!chromatine!(figure!33).!!

!

Figure/33/:/Architecture/des/chromosomes/métaphasiques.//

Les/expériences/d’immunomarquage/de/la/protéine/SMC2/ont/montré/que/la/structure/interne/des/chromosomes/
des/mutants/Kit225/ARHGAP19/WT/et/ARHGAP19/AA/est/semblable/à/la/structure/des/chromosomes/des/Kit225/
(bar/d’échelle/:/10µm)./

!



!
!

175!

La!deuxième!hypothèse!suggère!que!les!ponts!de!chromatine!auraient!pour!origine!un!

stress!réplicatif,!dont!la!conséquence!est!l’endommagement!de!certaines!régions!de!

l’ADN,!généralement!dans!les!régions!centromériques.!Nous!avons!donc!procédé!à!

des!expériences!d’immunofluorescence!dans!les!différents!mutants!de!ARHGAP19!

ainsi!que!dans!les!cellules!contrôles,!et!avons!cherché!à!déterminer!d’une!part,!la!région!

des!chromosomes!à!laquelle!se!forme!les!ponts!de!chromatine,!et!d’autre!part,!à!savoir!

ces!ponts!de!chromatine!avaient!pour!origine!un!stress!réplicatif.!!

Les! immunomarquages! réalisés!avec! l’anticorps!dirigé! contre!CENPMA!ont!mis! en!

évidence!que!les!régions!des!chromosomes!impliquées!dans!les!ponts!de!chromatine!

ne! correspondent! pas! aux! régions! centromériques.! En! effet,! dans! les! cellules!

présentant!des!ponts!de!chromatine!en!anaphase,!aucun!marquage!CENPMA!n’a!pu!

être!détecté!sur!ces!structures!(figure!34),!suggérant!que!les!régions!des!chromosomes!

impliquées!dans!ce!phénotype!ne!correspondent!pas!aux!centromères.!Des!résultats!

similaires!ont!été!obtenus!au!cours!des!expériences!impliquant!les!anticorps!dirigés!

contre!les!protéines!BLM!et!FANCD2!(figures!35!et!36,!respectivement).!Ces!deux!

protéines!font!partie!de!voies!de!signalisation!de!la!réparation!de!l’ADN!après!coupure.!

L’ensemble!de!ces!résultats!indique!donc!que!la!surexpression!de!la!protéine!n’interfère!

pas!avec!un!processus!au!cours!de!la!phase!de!réplication!de!l’ADN.!!
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!

Figure/34/:/Localisation/des/centrosomes/dans/les/cellules/en/anaphase.//

Les/ponts/de/chromatine/qui/se/forment/dans/les/cellules/en/anaphase/ne/sont/pas/accompagnés/d’un/marquage/
CENP#A./Ceci/suggère/que/des/stress/réplicatifs/au/niveau/des/centromères/ne/sont/pas/à/l’origine/de/la/formation/
des/ponts/de/chromatine/(bar/d’échelle/:/5µm)./
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/

Figure/35/:/Stress/réplicatif.//

Les/expériences/d’immunofluorescence/des/cellules/en/prophase/(A)/n’ont/pas/révélé/de/différence/de/marquage/
de/la/protéine/FANCD2/entre/les/cellules/contrôles/et/les/mutants/ARHGAP19/WT/et/ARHGAP19/AA./(B)/De/même,/
le/marquage/des/cellules/avec/l’anticorps/dirigé/contre/la/protéine/BLM/ne/révèle/pas/de/différence/entre/les/cellules/
Kit225/contrôles,/et/les/mutants/ARHGAP19/WT/et/ARHGAP19/AA/(bar/d’échelle/:/5µm)./

! !
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III.!B.!Etude!du!rôle!de!la!phosphorylation!in#silico!

Nous!avons!montré!que!ARHGAP19!est!phosphorylée!sur!deux!résidus!Thréonines!

localisés!dans!la!partie!CMTerminale!de!la!protéine,!en!position!404!et!476!par!CDK1.!

Par!conséquent,!nous!avons!voulu!savoir!si!l’état!de!phosphorylation!de!ARHGAP19!

sur!ces!deux!résidus!pouvait!avoir!un!impact!sur!la!structure!secondaire!de!la!protéine,!

son!activité!biologique!ou!sa!capacité!à!interagir!avec!d’autres!protéines.!Les!logiciels!

tels! que! PhyRe2! ou! encore! IUPred! prédisent! que! la! protéine! est! majoritairement!

désordonnée,!en!particulier!dans!la!région!CMTerminale.!Ces!types!de!régions!sont!

considérés! comme! importants! pour! la! flexibilité! des! protéines,! car! elles! peuvent!

permettre!de!réguler!leur!fonction!ou!interactions!avec!d’autres!protéines.!

Les!logiciels!de!prédiction!permettent!d’analyser!la!séquence!en!acides!aminés!d’une!

protéine!et!de!prédire!la!structure!secondaire,!la!localisation,!la!fonction!ou!encore!de!

générer!un!réseau!d’interactions.!!

Ces!logiciels!se!basent!sur!l’analyse!de!la!séquence!en!acides!aminés!d’une!protéine!

donnée,! en! reconnaissant! soit! des!motifs! consensus! de! phosphorylation,! soit! des!

motifs!signature!d’interaction.!D’autres!logiciels!utilisent!des!algorithmes!permettant!de!

déterminer!la!structure!secondaire!d’une!protéine.!C’est!le!cas!de!IUPred!par!exemple.!

La!technique!utilisée!par!ce!logiciel!est!comparable!à!celle!de!l’étirement!et!relâchement!

d’un! ressort.!Schématiquement,! cela! revient!à!étirer! une!protéine!et! relâcher! cette!

protéine.!L’algorithme!va!ensuite!calculer!la!probabilité!d’interaction!entre!les!résidus!et!

par!conséquent!prédire!une!structure!secondaire!possible.!L’utilisation!de!ces!logiciels!

peut!donc!permettre!de!générer!des!hypothèses!quant!à!l’impact!que!des!mutations!

peuvent!avoir!sur!des!protéines.!!
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Toutefois,! ce! processus! in#silico/est! soumis! à! certaines! limitations.!D’une! part,! les!

algorithmes!utilisés!ne! tiennent!pas!compte!de! l’interaction!entre! la!protéine!et!son!

environnement.!Or!la!conformation!des!protéines!est!dynamique!au!cours!du!temps!

dans!un!environnement!donné.!D’autre!part,! l’interaction!entre!une!protéine!et! ses!

partenaires! dépend! aussi! de! l’accessibilité! des! sites! consensus,! et! ainsi! de! la!

conformation!tridimensionnelle!de!la!protéine.!Enfin,!les!algorithmes!euxMmêmes!sont!

basés!sur!des!probabilités!d’événements.!Par!conséquent,!les!données!obtenues!par!

ces!logiciels!peuvent!permettre!de!générer!des!hypothèses!et!des!modèles!possibles!

dont!les!validités!ne!peuvent!être!démontrées!que!par!des!expériences!in#vivo.!

!

III.!B.!1.!Prédictions!fonctionnelles!de!ARHGAP19!

Dans!ce!contexte,!nous!avons!voulu!déterminer!si!la!phosphorylation!des!résidus!T404!

et!T476!par!CDK1!pouvait!avoir!un!impact!sur!la!structure!ou!l’activité!biologique!de!

ARHGAP19.! Dans! un! premier! temps,! les! résultats! des! analyses! des! séquences!

sauvage!et!mutée!de! la!protéine!ont!été!comparées,!afin!de!détecter!de!possibles!

variations!dans!ces!paramètres.!

!

L’outil! de! prédiction! Scansite3! permet! d’identifier! les! motifs! présents! dans! une!

séquence!d’acides!aminés!en!la!comparant!avec!les!motifs!répertoriés!dans!une!base!

de!données.!Les!résultats!listent!les!motifs!trouvés!dans!la!séquence!grâce!à!un!score,!

le!scanscore,!qui!varie!de!zéro!jusqu’à!un,!en!fonction!de!la!concordance!entre!le!motif!

présent!dans!la!séquence!et!celui!identifié!dans!la!base!de!données.!Les!résultats!de!

l’analyse!de!la!séquence!de!la!forme!sauvage!de!ARHGAP19!indiquent!que!les!résidus!
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T404!et!T476!sont!phosphorylables!par!CDK1,!concordant!avec!les!résultats!obtenus!

in#vitro!et!in#vivo.!Ces!sites!de!phosphorylation!ne!se!révèlent!pas!être!des!séquences!

consensus!de!phosphorylation!par!CDK1!(figure!36,!A)!ou!une!autre!kinase!lorsque!les!

résidus!T404!et!T476!sont!mutés!en!résidus!nonMphosphorylables!(ARHGAP19!AA)!et!

phosphomimétiques!(ARHGAP19!DD).!Enfin,!des!résultats!similaires!ont!été!obtenus!

lorsque! la! séquence! est! mutée! sur! l’un! ou! l’autre! des! résidus.! Ainsi,! lorsque! la!

séquence!de!ARHGAP19!contient!la!mutation!T404D!ou!T404A,!ce!résidu!n’est!plus!

prédit!comme!phosphorylable!par!CDK1.!De!la!même!manière,!l’introduction!de!ces!

mutations!au!résidu!T476,!donne!un!résultat!similaire.!En!revanche,! l’analyse!de!la!

séquence!montre!que!lorsque!le!résidu!T404!est!muté!en!acide!aspartique,!le!résidu!

T402!devient!phosphorylable!par!la!kinase!ATM!(figure!36,!B),!suggérant!ainsi!que!la!

phosphorylation!du!résidu!T404!pourrait!avoir!une!influence!sur!la!phosphorylation!du!

résidu! T402.! Le! rôle! d’un! résidu! phosphomimétique! étant! d’introduire! une! charge!

négative!sur!ce!résidu!tel!que!cela!est!observé!lors!d’un!événement!de!phosphorylation,!

il!paraissait!donc!concevable,!qu’un!résultat!similaire!soit!obtenu!en!mutant!le!résidu!

T404!en!acide!glutamique.!En!effet,!la!mutation!T404E!génère!une!prédiction!similaire,!

c’estMàMdire,!la!génération!d’un!site!potentiel!de!phosphorylation!par!la!kinase!ATM!sur!

le!résidu!T402.!La!séquence!consensus!de!phosphorylation!par!ATM!correspond!à!un!

site!SQ/TQ!suivi!par!un!résidu!chargé!négativement!et!correspondant!à!la!séquence!

402MTQTPM405!dans!la!protéine!et!402MTQD/EPM405!dans!la!protéine!ayant!la!mutation!

T404!D/E.!

!

!
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!

Figure/36/:/Prédictions/des/sites/consensus/de/phosphorylation.//

Sites/consensus/de/phosphorylation/identifiés/par/le/logiciel/Scansite/3/dans/la/forme/sauvage/de/ARHGAP19(A),/
et/dans/la/forme/mutée/de/la/protéine/sur/la/Thréonine/404/par/un/résidu/Acide/Aspartique/(B)./

! !

A 

B 
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Afin!de!vérifier!cette!hypothèse,!les!séquences!de!la!protéine!sauvage!et!de!la!protéine!

mutée!ont!été!analysées!pour!déterminer!la!probabilité!de!phosphorylation!du!résidu!

T402.!Pour!cela,! les!différentes!séquences!de!ARHGAP19!ont!été!examinées!par!

Disphos,!un!outil!bioinformatique!qui!permet!de!détecter!les!sites!de!phosphorylation,!

et!de!fournir!une!probabilité!de!phosphorylation!de!ces!sites.!Les!résultats!montrent!que!

lorsque!ARHGAP19!est!dans!sa!forme!sauvage,!la!probabilité!pour!que!le!résidu!T402!

soit!phosphorylé!est!plus!faible!que!lorsque!le!résidu!T404!est!muté!en!D!ou!E.!En!

revanche,! les!mutations! T404A,! T476A! ou! T404A! T476A,! n’ont! pas! d’effet! sur! la!

probabilité!de!phosphorylation!du!résidu!T402.!Par!ailleurs,!d’après!les!résultats!des!

prédictions,!la!phosphorylation!du!résidu!T404!n’a!pas!d’influence!sur!la!probabilité!de!

phosphorylation!de!T476!et!viceMversa.!Ceci!suggère!que!les!phosphorylations!des!

deux!résidus!sont!indépendantes.!!

Enfin,!l’analyse!de!la!séquence!de!la!protéine!par!IUPred!a!montré!que!la!partie!CM

Terminale! de! ARHGAP19! dans! laquelle! se! situent! les! résidus! T404! et! T476! est!

majoritairement!désordonnée!(figure!37).!Afin!de!déterminer!si!la!phosphorylation!des!

résidus!par!CDK1!peut!avoir!une!incidence!sur!le!désordre!de!la!partie!CMTerminale!de!

la!protéine,!et!par!conséquent!peut!générer!un!éventuel!site!d’interaction!dans!cette!

région,! l’algorithme! ANCHOR! a! été! utilisé.! Les! résultats! ont! ainsi! montré! que!

localement,! ARHGAP19! subit! une! transition! ordreMdésordre! générant! un! site!

d’interaction!dans!la!région!autour!du!résidu!T476,!entre!les!résidus!466!et!484,!dans!

le! mutant! T476A.! En! revanche! cette! probabilité! diminue! dans! les! mutants! de!

ARHGAP19!T476D!et!T476E,!par!rapport!à!la!protéine!sauvage.!

!
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!

Figure/37/:/Régions/désordonnées/de/ARHGAP19.//

Prédictions/de/la/tendance/au/désordre/de/ARHGAP19/dans/son/état/sauvage./Les/résultats/ont/été/obtenus/grâce/
au/logiciel/IUPred./

!

L’ensemble!de!ces!résultats!suggèrent!donc!que!la!phosphorylation!de!ARHGAP19!

dans! la! région! CMTerminale! pourrait! d’une! part! générer! un! nouveau! site! de!

phosphorylation!au!résidu!T402!par!ATM!lorsque!la!T404!est!mutée!en!D!ou!en!E,!et!

d’autre!part!un!nouveau!site!d’interaction!lorsque!le!résidu!T476!est!muté!en!résidu!

nonMphosphorylable.! Les! différences! observées! entre! la! protéine! sauvage! et! les!

protéines!mutées!sur!les!résidus!T404!et!T476!ne!semblent!pas!dûes!à!un!changement!

significatif!de!la!structure!secondaire!de!la!partie!CMTerminale.!

!

! !
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III.!B.!2.!Simulations!de!dynamiques!moléculaires!

Les!différences!observées!entre!la!protéine!sauvage!et!les!protéines!mutées!sur!les!

résidus!T404!et!T476!ne!semblent!pas!dues!à!un!changement!significatif!de!la!structure!

secondaire!de! la!partie!CMTerminale.!En!revanche,!ces!divergences!pourraient!être!

dues!à!un!changement!de!conformation!de! la!protéine! rendant! certains! sites!plus!

accessibles.!Enfin,!afin!de!déterminer!si!la!phosphorylation!de!la!partie!CMTerminale!de!

ARHGAP19!a!un!impact!sur!la!stabilité!ou!la!fonction!biologique!de!la!protéine,!des!

simulations!de!dynamiques!moléculaires!ont!été!générées.!

Les!simulations!de!dynamiques!moléculaires!permettent!de!visualiser!la!dynamique!

des!protéines!dans!un!environnement!proche!de!l’environnement!physiologique.!Pour!

cela,!la!protéine!étudiée!est!placée!dans!une!boîte!de!simulation!dans!laquelle!sont!

introduits!de!l’eau!et!des!ions!afin!de!générer!une!osmolarité!physiologique.!Par!ailleurs,!

la! température! du! système! ainsi! que! la! pression! sont! définies! à! 300K! et! une!

atmosphère,! respectivement.! Le! système! est! ensuite! stabilisé! en! fonction! des!

paramètres!définis!dans!un!champ!de!force.!Les!champs!de!force!sont!des!modèles!

statistiques!décrivant! la! trajectoire!des!atomes!dans! l’environnement!donné,!ce!qui!

permet!de!calculer!le!mouvement!des!résidus!en!fonction!de!leurs!interactions!avec!

leur!environnement.!!

Il!n’existe!pas,!à!ce!jour,!de!structure!cristallographique!de!ARHGAP19.!Il!a!donc!été!

d’abord!nécessaire!de!générer!des!modèles!de!la!protéine,!évaluer!leur!fiabilité!grâce!

au!QMEAN!score!(http://swissmodel.expasy.org/),!et!sélectionner!la!structure!pouvant!

servir!de!modèle!de!référence.!Les!résidus!d’intérêt!ont!par!la!suite!été!mutés!en!résidus!

nonMphosphorylables!alanine!(A)!ou!en!résidus!phosphomimétiques!acide!aspartique!
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(D).!Des!simulations!de!dynamiques!moléculaires!ont!ensuite!été!réalisées!grâce!au!

logiciel! Gromacs! 5.0! (https://diagrid.org/resources/gromacsimum).! Enfin,! les!

trajectoires!et!structures!résultant!de!ces!simulations!ont!été!analysées!afin!de!détecter!

de!possibles!variations!de!la!structure!secondaire!de!ARHGAP19!en!réponse!à!ces!

mutations,! et! pouvant! entraîner! des! changements! de! conformation,! d’activité!

biologique! ou! de! partenaires! d’interaction.! Les! résultats! indiquent! en! effet! que! les!

mutations! de! la! protéine! induisent! des! changements! de! conformation,! ayant! pour!

conséquence!de!modifier!l’accessibilité!de!certaines!régions!de!la!protéine,!notamment!

dans! la! partie! CMTerminale,! ainsi! que! l’accessibilité! de! l’Arginine! catalytique! de!

ARHGAP19!critique!pour!sa!fonction!biologique.!

!

III.!B.!3.!Modélisation!de!ARHGAP19!

Afin!de!générer!des!modèles!possibles!de!structures!tridimensionnelles!de!la!protéine,!

la! séquence!de! référence! (Q14CB8,!Uniprot)! a! été! entrée! dans! les! trois! serveurs!

ROBETTA! (http://robetta.bakerlab.org),! IMTASSER!

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/IMTASSER/),! et! PhyRe2!

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk).!Ceci!a!permis!de!générer!16!modèles!possibles!qui!ont!

ensuite!été!évalués!grâce!au!QMEAN!score.!

Le!QMEAN!score!est!une!valeur!comprise!entre!zéro,!pour! les!modèles! les!moins!

fiables,!et!1,!pour!les!modèles!les!plus!fiables.!Ce!score!est!basé!sur!les!propriétés!de!

la!protéine.!Les!résultats!obtenus!ont!permis!de!sélectionner!le!modèle!2!(figure!38)!

généré!par! le! serveur!ROBETTA!comme!structure!de! référence!pour! la! suite!des!

expériences.!En!effet,!l’analyse!des!résultats!a!montré!que!les!modèles!générés!par!IM
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TASSER!et!PhyRe2!obtenaient!un!score!ne!dépassant!pas!0.5,!ces!structures!ont!donc!

été!écartées.!En!revanche,!trois!modèles!obtenus!par!ROBETTA!dépassaient!ce!seuil.!

La!sélection!du!modèle! le!plus!approprié!a!donc!porté!sur! la!concordance!entre! la!

structure!secondaire!prédite!par!PSIMPred!et!celle!du!modèle!donné,!d’une!part!sur!

l’ensemble!de!la!structure!et!d’autre!part!sur!la!partie!CMTerminale!de!la!protéine!et!plus!

particulièrement! dans! les! régions! entourant! les! sites! de! phosphorylation! étudiés.!

Comme!le!montrent!les!résultats!résumés!dans!le!tableau!1,!le!modèle!3!est!celui!dont!

le!QMEAN!score!et!la!concordance!entre!la!structure!secondaire!prédite!et!modélisée!

est!la!plus!faible!par!rapport!aux!modèles!2!et!5.!Par!conséquent,!cette!structure!a!été!

écartée.!En!revanche,!la!comparaison!des!résultats!obtenus!a!suggéré!que!la!structure!

2!(Tableau!1)!pouvait!servir!de!modèle!de!référence!pour!la!suite!des!expériences.!Par!

ailleurs,!le!diagramme!de!Ramachandran!(figure!39)!et!les!statistiques!générées!par!le!

logiciel!RAMPAGE!(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php)!à!partir!de!

cette!structure!ont!permis!de!confirmer!ce!résultat.!Il!apparaît!en!effet,!que!98.7%!des!

résidus!se!situent!dans!des!régions!favorables!ou!permises.!Par!conséquent,!à!partir!

de!ce!modèle! les!résidus!d’intérêt!ont!été!mutés!et! les!simulations!de!dynamiques!

moléculaires!générées.!!

!

!
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!

Tableau/2/:/QMEAN/score/des/modèles/1/à/5/obtenus/par/le/serveur/ROBETTA./

!

!

Figure/38/:/Modèle/de/référence/de/ARHGAP19./

Modèle/de/ARHGAP19/généré/par/le/serveur/ROBETTA/et/ayant/obtenu/le/QMEAN/score/le/plus/élevé/(0,563)./
En/bleu/est/représenté/le/domaine/GAP/et/en/blanc,/les/partie/N#/et/C#Terminales/de/la/protéine./Les/résidus/en/
vert/sont/les/sites/de/phosphorylation/localisés/dans/la/partie/C#Terminale.//
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!

Figure/39/:/Diagramme/de/Ramachandran/de/ARHGAP19./

L’analyse/de/la/protéine/indique/que/473/des/494/résidus/de/ARHGAP19/se/trouvent/dans/des/régions/favorables/
(96,1%),/13/dans/des/régions/permises/(2,6%)/et/6/dans/des/régions/défavorables/(1,2%)./

!

III.!B.!4.!Simulations!de!dynamiques!moléculaires!

Les!simulations!de!dynamiques!moléculaires!ont!été!réalisées!à!partir!du!modèle!de!

référence!sélectionné,!grâce!au!logiciel!Gromacs!5.0.!Le!protocole!suivi!pour!chaque!

structure!est!résumé!dans!la!figure!40.!Brièvement,!le!champ!de!force!GROMOS!53a6!

et!le!modèle!d’eau!spc!ont!été!appliqués!dans!une!boîte!de!simulation!cubique.!La!

minimisation!d’énergie!a!été!réalisée!par!1000!étapes!de!gradient!de!la!plus!forte!pente!

(steepest! descent)! avant! équilibration! de! volume! puis! de! pression! du! système! à!

température! constante.! Les! trajectoires! des! protéines! ont! été! calculées! dans! ces!

conditions,!puis!ont!été!analysées!à!l’aide!du!logiciel!Gromacs.!!
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!

!

!

Figure/40/:/Protocole/des/simulations/de/dynamiques/moléculaires./

!

III.!B.!5.!Analyse!des!trajectoires!

L’analyse! des! trajectoires! des! simulations! de! dynamiques! moléculaires! a! montré,!

premièrement,!que!la!mutation!de!la!protéine!sur!les!résidus!T404!et!T476!n’a!pas!

d’impact! significatif! sur! la! stabilité.! En! effet,! les! rayons! de! giration! Rg! permettent!
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d’évaluer! la! compaction! de! la! protéine! au! cours! de! la! simulation.! Des! variations!

importantes!de!Rg!peuvent! indiquer!que! la!structure!de! la!protéine!est!altérée.!Or,!

comme!le!montre!la!figure!37!(A),!l’amplitude!de!variations!des!rayons!de!giration!de!

ARHGAP19!dans!son!état!natif!(WT),!non!phosphorylable!(AA),!phosphomimétique!

(DD),! T404A! (AD)! et! T476A! (DA)! est! de!moins! de! 2A! au! cours! des! simulations.!

Cependant,!on!peut!constater!que!les!rayons!de!giration!RgX,!RgY!et!RgZ!dans!les!

mutants!AA,!DD,!AD!et!DA!varient!au!cours!du!temps!de!manière!différente!par!rapport!

au!WT!(figure!41!B,!C,!D).!Deuxièmement,!les!RMSD!des!mutants!AA,!DD,!DA!et!AD!

et!celui!de!la!protéine!native!évoluent!différemment!(figure!42),!mais!ne!dévient!pas!

significativement.!Ces! résultats!suggèrent!que! la!conformation!de! la!protéine! reste!

stable!au!cours!du!temps,!et!ce!quelle!que!soit!la!mutation!introduite.!

!

Figure/41/:/Rayons/de/giration/de/la/protéine/sauvage/et/des/mutants/de/ARHGAP19.//

Les/rayons/de/giration/Rg/de/ARHGAP19/sauvage/et/mutée/sur/les/résidus/T404/et/T476/(A)./Rayons/de/giration/
en/X,/Y/et/Z/(B,/C,/D/respectivement)/calculé/par/Gromacs./
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!

Figure/42/:/RMSD/de/la/forme/sauvage/et/des/mutants/de/ARHGAP19.//

Les/RMSD/de/chaque/mutant/au/cours/des/simulations/ont/été/calculées/en/fonction/de/ la/structure/minimisée/
avant/les/étapes/d’équilibration./

!

Enfin,!afin!de!déterminer!si!les!mutations!des!résidus!T404!et!T476!en!Alanine!ou!en!

acide!aspartique!a!une!influence!sur!la!fonction!biologique!de!ARHGAP19,!la!position!

de!l’Arginine!catalytique!des!mutants!a!été!comparée!à!celle!de!ARHGAP19WT.!Les!

résultats!montrent! que! la! position! spatiale! de! l’Arginine! catalytique!R143! dans! les!

mutants!varient!par!rapport!à!celle!observée!dans!la!protéine!sauvage!(figure!43).!Ainsi,!

lorsque! les! résidus! T404! et! T476! sont! mutés! en! résidus! nonMphosphorylables,!

l’Arginine! catalytique! se! déplace! de! 4.74A,! alors! que! lorsque! la! protéine! porte! les!

mutations!T404D!et!T476D!simultanément,!l’Arginine!catalytique!se!déplace!de!0,84A,!

par!rapport!à!la!position!de!R143!dans!la!protéine!sauvage.!Par!ailleurs,!la!mutation!

T404A!et!la!mutation!T476A!provoquent!un!déplacement!du!résidu!R143!de!4,28A!et!
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7,09A,! respectivement.!Ces! résultats!suggèrent!par!conséquent!que! la! fonction!de!

ARHGAP19!pourrait!être!modifiée!lorsque!les!résidus!T404!et!T476!sont!mutés!en!

résidus!nonMphosphorylables!ou!phosphomimétiques,!par!modification!de!la!position!

spatiale!de!l’Arginine!catalytique.!

!

!

Figure/43/:/Superposition/de/l’Arginine/catalytique/de/la/forme/sauvage/et/des/mutants/de/ARHGAP19.//

Les/distances/indiquées/(en/Angstrom)/représentent/la/distance/entre/l’atome/Cz/de/l’Arginine/catalytique/dans/son/
état/natif/(en/bleu),/et/de/l’atome/Cz/des/mutants/AA/(A,/en/rouge),/DD/(B,/en/vert)/DA/(C,/en/orange)/et/AD/(D,/en/
cyan).//

!

!
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III.!B.!6.!Conclusion!

Les!simulations!de!dynamiques!moléculaires!permettent!de!visualiser!comment! les!

protéines!se!comportent!dans!un!environnement!donné.!Afin!de!déterminer!si!l’état!de!

phosphorylation!des!résidus!T404!et!T476!situés!dans!une!région!désordonnée!de!la!

protéine! peut! avoir! un! impact! sur! la! conformation! de! la! protéine! et! sa! fonction!

biologique,!des!simulations!ont!été!générées!à!l’aide!du!logiciel!GROMACS!5.0.!Pour!

cela,!16!structures!ont!été!évaluées!à!l’aide!du!QMEAN!score,!et!la!plus!fiable!utilisée!

comme!modèle!de!référence.!Les!résidus!T404!et!T476!ont!été!mutés!en!résidus!non!

phosphorylables! Alanine! (AA)! et! phosphomimétiques! Acide! Aspartique! (DD).! Les!

analyses!des!trajectoires!résultant!des!simulations!suggèrent!que!les!mutations!des!

résidus!T404!et!T476!présents!dans!la!partie!CMTerminale!de!la!protéine!n’ont!pas!

d’influence!sur!la!stabilité!de!la!protéine.!En!revanche,!la!superposition!de!l’Arginine!

catalytique!des!différents!mutants!par!rapport!à!l’Arginine!catalytique!de!ARHGAP19!

dans!un!état!natif!montre!des!variations!de!la!position!spatiale!en!fonction!des!mutations!

introduites.! Il! peut! se! poser! la! question! de! savoir! si! les! variations! d’exposition! de!

l’Arginine!catalytique!peuvent!avoir!un!impact!significatif!sur!la!fonction!biologique!de!

ARHGAP19.! Ces! simulations! pourraient! permettre! de! proposer! un! mécanisme!

possible!visant!à!expliquer!comment!l’activité!GAP!de!ARHGAP19!est!régulée,!et!sa!

capacité!à!interagir!avec!d’autres!protéines!en!fonction!de!son!état!de!phosphorylation.!

Par!ailleurs,!d’autres!simulations!de!dynamiques!moléculaires!ont!été!générées!en!

utilisant!un!champ!de!force!différent.!Ce!champ!de!force!a!la!caractéristique!de!pouvoir!

tenir!compte!de!l’état!de!phosphorylation!de!la!protéine.!Par!conséquent,!une!charge!

négative!correspondant!à!l’ajout!d’un!groupement!phosphate!a!été!introduite!sur!les!
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résidus!T404!et!T476!afin!de!se!rapprocher!des!conditions!in#vivo.!Puis,!en!adaptant!le!

protocole!et!les!paramètres!utilisés!par!le!champ!de!force!53a6,!utilisé!par!Gromacs,!

au!nouveau!champ!de!force!CHARMM,!les!simulations!de!dynamiques!moléculaires!

ont!été!générées!et!analysées.!!

Les!analyses!ont!ainsi!pu!montrer!que!les!résultats!obtenus!avec!le!champ!de!force!

CHARMM!concordent!partiellement!avec!les!résultats!obtenus!en!utilisant!le!champ!de!

force!Gromos!53a6.!En!effet,!l’analyse!des!rayons!de!girations!de!la!protéine!ne!varient!

pas!significativement!lorsque!les!résidus!T404!et!T476!sont!phosphorylés!ou!mutés!en!

alanine,! par! rapport! à! leur! état! natif! respectif.! Enfin,! l’analyse! des! RMSD! de!

ARHGAP19!ne!montre!pas!non!plus!de!variations!significatives!entre!les!mutants.!Ces!

résultats!suggèrent!donc!que!l’état!de!phosphorylation!de!T404!et!T476!n’aurait!pas!

d’influence!sur!la!stabilité!de!la!protéine.!!

En!revanche,!la!comparaison!de!la!position!spatiale!de!l’Arginine!catalytique!diffère!en!

fonction!de!l’état!de!phosphorylation!de!la!protéine.!Lorsque!les!résidus!T404!et!T476!

sont! mutés! en! résidus! nonMphosphorylables! Alanine,! la! position! de! l’Arginine!

catalytique!est!modifiée!de!la!même!façon!qu’observée!précédemment.!En!revanche,!

l’ajout!d’un!groupement!phosphate!n’a!pas!le!même!effet!que!lorsque!les!résidus!T404!

et/ou!T476!sont!mutés!en!résidus!phosphomimétiques.!!

Pour!résumer,!les!expériences!réalisées!in#silico/ont!permis!de!générer!des!simulations!

de!dynamiques!moléculaires!dont!les!analyses!ont!révélé!que!la!conformation!de!la!

protéine!n’est!altérée.!En!revanche,!les!analyses!des!trajectoires!du!résidu!R143!dans!

les!différents!mutants!ont!permis!de!mettre!en!évidence!que!la!position!spatiale!de!ce!

résidu! pourrait! différer! en! fonction! de! l’état! de! phosphorylation! de! la! protéine.! Les!
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résultats! obtenus! par! ces! simulations! reflètent! un! mécanisme! potentiel! pouvant!

expliquer!des!données!obtenues!expérimentalement.!Afin!de!vérifier!in#vivo!la!validité!

de!ces!données,!plusieurs!expériences!pourraient!être!menées.!Ainsi,!dans!le!but!de!

déterminer!si!la!stabilité!de!ARHGAP19!est!affectée,!une!expérience!visant!à!observer!

la!cinétique!de!dégradation!de!la!protéine!peut!être!réalisée.!Dans!l’hypothèse!selon!

laquelle!la!phosphorylation!par!CDK1!permet!de!stabiliser!la!protéine,!alors!dans!des!

cellules!synchronisées!en!mitose,! les! formes!de!ARHGAP19!portant! les!mutations!

T404A!et!T476A!devraient!être!dégradées!plus! rapidement!que! la! forme!sauvage!

phosphorylée! de! la! protéine.! Par! ailleurs,! une! autre! hypothèse! est! que! la!

phosphorylation!de!ARHGAP19!par!CDK1!sur!l’un!ou!l’autre!des!résidus!initialise!son!

activité,!c’estMàMdire!l’active!en!début!de!mitose.!Par!conséquent,!un!test!d’activité!de!la!

protéine! peut! être! réalisé.! Un! défaut! d’activité! pourrait! ainsi! s’expliquer! par! le!

déplacement!de!l’Arginine!143!dans!un!ou!plusieurs!mutants,!par!rapport!à!sa!position!

dans!la!protéine!sauvage.!

Pour!résumer,!les!expériences!réalisées!in#silico/ont!permis!de!générer!des!simulations!

de!dynamiques!moléculaires!dont! l’analyse!a!permis!de!mettre!en!évidence!que!la!

conformation!de!la!protéine!n’est!pas!altérée.!En!revanche,!l’analyse!des!trajectoires!

du!résidu!R143!dans!les!différents!mutants!a!permis!de!révéler!que!la!position!spatiale!

de!l’Arginine!catalytique!semble!être!modifiée!en!fonction!de!l’état!de!phosphorylation!

des! résidus! T404! et! T476.! Les! résultats! obtenus! par! ces! simulations! reflètent! un!

mécanisme!potentiel!pouvant!expliquer!des!données!expérimentales.!Ainsi,!afin!de!

vérifier! in#vivo/ la! validité! de! ces! données,! plusieurs! expériences! pourraient! être!

menées.!Dans! le! but! de! déterminer! si! la! stabilité! de! la! protéine! est! affectée,! une!
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expérience!visant!à!observer! la!cinétique!de!dégradation!de!ARHGAP19!dans!des!

cellules!synchronisées!en!mitose,!les!formes!de!la!protéine!portant!les!mutations!T404A!

et! T476A! devraient! se! dégrader! plus! rapidement! que! la! protéine! sauvage!

phosphorylée.! Par! ailleurs,! une! autre! hypothèse! envisageable! est! que! la!

phosphorylation! de! ARHGAP19! sur! les! résidus! T404! et! T476! permet! d’initialiser!

l’activité!GAP!de!la!protéine.!Un!test!d’activité!de!la!protéine!peut!être!réalisé!afin!de!

répondre!à!cette!question.!Un!défaut!d’activité!GAP!pourrait!indiquer!le!déplacement!

spatial!de!l’Arginine!catalytique!dans!les!mutants!non!phosphorylables!par!rapport!à!la!

protéine!sauvage.!

Pour! conclure,! la! comparaison! des! résultats! des! simulations! de! dynamiques!

moléculaires!ne!sont!que!partiellement!concordants,!ceci!pouvant!être!dû!aux!différents!

champs! de! force! utilisés.! Toutefois,! il! est! à! noter! que! ces! résultats! suggèrent! la!

possibilité!que!la!phosphorylation!ou!la!mutation!des!résidus!T404!et!T476!présents!

dans!la!région!désordonnée!pourrait!avoir!une!influence!sur!la!fonction!biologique!de!la!

protéine,!en!permettant!un!réarrangement!de!la!conformation!de!la!protéine,!et!ayant!

un!effet!sur!l’exposition!de!l’Arginine!catalytique.!

! !
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I.!Discussion!

Le!cycle!cellulaire!est!divisé!en!quatre!phases!successives!et!dont!la!progression!de!

l’une!à! l’autre!est! régulée!par! la!destruction!des!Cyclines.!L’entrée!des!cellules!en!

mitose! est! quant! à! elle! caractérisée! par! l’augmentation! de! l’activité! de! la! kinase!

mitotique!CDK1,!résultant!en!la!phosphorylation!d’une!variété!de!substrats.!La!division!

cellulaire! est! communément! divisée! en! six! phases,! chacune! d’elle! possédant! des!

caractéristiques! structurales! et! morphologiques! particulières.! De! la! prophase! à! la!

cytokinèse,!des!changements!morphologiques! importants!ont! lieu,!nécessitant!une!

réorganisation! dynamique! du! cytosquelette.! La! coordination! des! événements!

mitotiques! est! critique! pour! maintenir! l’intégrité! de! l’information! génétique! d’une!

génération!de!cellules!à!la!suivante.!Trois!éléments!jouent!un!rôle!essentiel!dans!le!

processus!de!division! :! la!condensation!de! la!chromatine,! le! fuseau!mitotique!et! le!

Spindle!Assembly!Checkpoint.!Les!Rho!GTPases,!et!notamment!RhoA!jouent!aussi!

un! rôle! important! dans! le! maintien! de! la! stabilité! génétique,! en! permettant! la!

réorganisation!de!l’Actine!et!de!la!Myosine!II.!L’activité!des!Rho!GTPases!est!régulée!

par!trois!types!de!protéines.!Les!GEFs!permettent!l’activation!des!voies!de!signalisation!

en!aval!de!RhoA!en!facilitant!l’échange!du!GDP!en!GTP,!alors!qu’à!l’inverse,!les!GAPs!

inactivent!les!voies!de!signalisation!en!catalysant!l’hydrolyse!du!GTP!en!GDP.!Enfin,!

un!pool!de!RhoA!est!maintenu!inactif!dans!le!cytoplasme!grâce!aux!GDIs.!!

Bien!que!peu!d’attention!ait!été!portée!aux!GAPs,!cellesMci!font!partie!intégrante!de!la!

régulation!de!l’activité!des!GTPases!et!par!extension!de!l’activité!de!RhoA!au!cours!de!

la!mitose.!Par!conséquent,!ces!régulateurs!jouent!un!rôle!tout!aussi!important!dans!
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l’accomplissement!du!processus!de!division!cellulaire.!Trois!GAPs!ont!pour!l’instant!été!

identifiées!jouant!un!rôle!important!au!cours!de!la!mitose.!D’une!part,!p190MRhoGAP,!

d’autre!part!ARHGAP11A!permettant!de!limiter!l’activité!contractile!de!RhoA!au!sillon!

de!clivage,!et!enfin!MgcRacGAP,!impliquée!dans!la!spécification!du!plan!de!clivage,!et!

qui!aurait!aussi!la!capacité!de!réguler!l’activité!de!RhoA.!!

!

I.!A.!Rôle!des!RhoGAPs!au!cours!de!la!mitose!

I.!A.!1.!Rôle!de!p190B!RhoGAP!

La!protéine!p190B!RhoGAP!est!une!protéine!qui!a!été!décrite!comme!étant!nécessaire!

à!deux!processus!:! la!spécification!du!plan!de!clivage!et! la!contraction!du!sillon!de!

clivage!(Manchinelly!et!al.,!2010l!Mikawa,!Su,!&!Parsons,!2014l!Su,!Agati,!&!Parsons,!

2003l!Su,!Pertz,!Mikawa,!Hahn,!&!Parsons,!2009).!Elle!est!composée!de!plusieurs!

domaines! :! un!domaine!permettant! la! liaison!du!GTP!dans! la! région!NMTerminale!

(GBD!:!GTPMBinding!Domain),!un!domaine!GAP!dans!sa!partie!CMTerminale!et!un!

domaine! central! (MD! :! Middle! Domain)! comprenant! plusieurs! motifs! d’interaction!

protéineMprotéine.!!

Les!premières!expériences!en!2003!ont!montré!que!la!surexpression!de!la!protéine!

avait!pour!conséquence!des!défauts!de!cytokinèse!entraînant!la!formation!de!cellules!

multinucléées,!et!que!ce!phénotype!dépendait!de!l’activité!GAP!de!la!protéine.!Dans!

les!cellules!de!cancers!du!sein,!MDAMMBM468,!transfectées!avec!un!plasmide!inductible!

codant! la! forme!sauvage!de!p190B,! la!surexpression!de! la!protéine!provoque!une!

augmentation!de!20%!du!nombre!de!cellules!multinucléées!par!rapport!aux!cellules!
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contrôles! au! bout! de! six! jours.! Afin! de! déterminer! si! le! phénotype! observé! est!

dépendant! de! l’activité! de! la! protéine,! des! cellules! de! cancer! du! sein! ont! été!

transfectées!avec!des!plasmides!inductibles!codant!pour!p190B!sans!domaine!GBD!

(δMGBD)!ou!sans!domaine!GAP!(δMGAP).!Il!a!ainsi!été!observé!que!dans!les!cellules!δM

GAP,! contrairement! aux! cellules! δMGBD! ou! surexprimant! p190B,! le! phénotype! de!

multinucléation! était! atténué,! suggérant! aux! auteurs! que! le! domaine! GAP! serait!

nécessaire!à!la!survenue!de!ce!phénotype.!L’observation!de!la!localisation!de!p190B!

lors!de!la!cytokinèse!a!montré!que!la!protéine!coMlocalise!avec!l’Actine!corticale!au!

cortex! équatoriale! puis! s’enrichit! au! site! présomptif! du! sillon! de! clivage! lors! de! la!

formation!et!l’ingression!du!sillon,!renforçant!l’hypothèse!que!p190B!est!impliquée!dans!

la! cytokinèse.! Par! ailleurs,! la! formation! de! cellules! filles! de! tailles! inégales! et,! de!

plusieurs!sillons!de!clivage,!ainsi!que!les!défauts!de!contraction!suggèrent!que!190B!

pourrait!jouer!un!rôle!dans!la!spécification!du!plan!de!clivage!(Su!et!al.,!2003).!!

Enfin,!l’expression!de!p190B!RhoGAP!est!régulée!au!cours!du!cycle!cellulaire,!son!

niveau! d’expression! diminue! transitoirement! en! fin! de! mitose.! Dans! des! cellules!

synchronisées!à!différentes!étapes!du!cycle!cellulaire,!il!a!été!mis!en!évidence!que!

l’expression!de!la!protéine!est!plus!élevée!en!G1,!S,!G2!et!au!début!de!la!mitose!qu’en!

fin!de!mitose.!Cette!diminution!du!niveau!d’expression!est! régulée!par!dégradation!

protéasomale,!et!permet! l’augmentation!de! l’activité!de!RhoA!nécessaire!en! fin!de!

mitose.!

Enfin,!la!localisation!concomitante!de!Ect2!et!p190B!dans!le!sillon!de!clivage!lors!de!

son!ingression!a!suggéré!que!ces!deux!protéines!réguleraient!l’activité!de!RhoA.!Par!
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ailleurs,!Mikawa!et!al.!(2014)!ont!montré!que!ces!deux!protéines!interagissent!au!cours!

de!la!mitose!(Mikawa!et!al.,!2014).!!

L’ensemble! de! ces! résultats! suggère! donc! que! p190B! est! impliquée! dans! la!

spécification!et!l’ingression!du!plan!de!clivage!dans!les!cellules!MDAMMBM468!et!HeLa.!

Toutefois,!les!résultats!des!expériences!peuvent!être!sujet!à!controverse.!En!effet,!le!

rôle!de!p190B!dans!la!cytokinèse!est!suggéré!par!les!résultats!des!expériences!de!

surexpression!de!la!protéine!qui!induit!des!défauts!de!spécification!du!plan!de!clivage!

et!d’ingression!du!sillon!de!clivage.!Pourtant,!Su!et!al.!(2003)!ne!rapportent!pas!de!

défaut!de!localisation!des!composants!du!sillon!de!clivage,!ni!même!de!caractérisation!

du!phénotype!observé,!à!savoir!si!la!multinucléation!résulte!d’un!phénotype!précoce!

qui!résulterait!d’un!défaut!d’organisation!de!l’anneau!contractile,!ou!tardif!qui!résulterait!

d’un!défaut!de!force!contractile!exercée!par!l’anneau!d’actomyosine!(Su!et!al.,!2003).!

Par!ailleurs,!la!régulation!de!RhoA!par!p190BRhoGAP!et!Ect2,!est!suggérée!par!la!

colocalisation! de! ces! trois! protéines! dans! le! sillon! de! clivage! au! moment! de! sa!

contraction.!Cette!concordance!d’événements!dans!le!temps!et!spatialement,!ainsi!que!

l’interaction!entre!Ect2!et!p190B,!suggèrent!l’hypothèse!que!ces!protéines!réguleraient!

l’activité!de!RhoA.!Cette!affirmation!est!étayée!par!le!fait!que!p190BMRhoGAP!et!Ect2!

semblent!interagir!ensemble.!Enfin,!la!déplétion!de!p190B!empêche!l’arrondissement!

des!cellules!qui!ne!peuvent!donc!pas!progresser!en!mitose.!Ce!phénotype!n’est!pas!

sans! rappeler! celui! décrit! pas! Maddox! et! Burridge,! dans! lequel! la! déplétion! ou!

l’inactivation!de!RhoA!ou!de!son!effecteur!ROCK!empêche!aussi!l’arrondissement!des!

cellules.! Les! auteurs! avaient! émis! l’hypothèse! que! l’activité! de! p190RhoGAP!

permettrait!d’inhiber!celle!de!RhoA!en!début!de!mitose!et!ainsi!l’arrondissement!des!
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cellules!(Maddox!et!al.,!2003).!Les!résultats!des!différentes!expériences!de!déplétion!

de!p190B!semblent!conforter!cette!hypothèse.!

!

I.!A.!2.!Rôle!de!MgcRacGAP!

Il!a!été!observé!que!MgcRacGAP!joue!un!rôle!important!au!cours!de!la!cytokinèse!en!

participant!à!la!formation!du!fuseau!central!et!à!la!spécification!du!plan!de!clivage.!!

Au! cours! de! l’anaphase,! MgcRacGAP! s’associe! avec! MKLP1! pour! former! le!

centralspindlin!complex.!La!déplétion!de!l’une!ou!l’autre!de!ces!protéines!entraîne!des!

défauts!de!cytokinèse!spécifique.!La!déplétion!de!MKLP1!provoque!soit!une!absence!

d’ingression,! soit! l’ingression!et! la! régression!du! sillon!de! clivage.!En! revanche,! la!

déplétion!de!MgcRacGAP!provoque!un!défaut!d’ingression!du!sillon!de!clivage.!Dans!

les!deux!cas,!ces!phénotypes!se!traduisent!par!une!augmentation!de!la!ploïdie,!dont!

les!origines!sont!différentes.!La!déplétion!de!MKLP1!provoque!une!désorganisation!du!

fuseau!central,!qui!résulte!en!une!zone!de!Ect2!active!plus!étendue!par!rapport!aux!

cellules!contrôles!au!niveau!du!sillon!de!clivage,!ayant!pour!conséquence!d’étendre!la!

zone!de!RhoA!active,!et!de!ses!effecteurs.!Dans!les!cas!les!plus!sévères,!ceci!se!traduit!

par!des!défauts!de!cytokinèse!tardifs,!c’estMàMdire,!une!ingression!puis!régression,!ou!

une!absence!d’ingression!du!sillon!de!clivage.!La!déplétion!de!MgcRacGAP!quant!à!

elle,!se!caractérise!par!un!défaut!de!cytokinèse!précoce,!caractérisé!par!l’absence!de!

localisation! de! Ect2! au! site! présomptif! du! sillon! de! clivage,! et! par! conséquent!

d’activation! locale! de! RhoA,! et! de! ses! effecteurs.! En! effet,! il! a! été! montré! que!

MgcRacGAP! et! Ect2! interagissent! au! cours! de! la!mitose,! et! que! cette! interaction!

dépend!de!l’état!de!phosphorylation!de!Ect2,!mais!aussi!probablement!de!MgcRacGAP!
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(Touré!et!al.,!2008).!L’ensemble!de!ces!résultats!montrent!donc!que!MgcRacGAP!joue!

un!rôle!significatif!dans!la!spécification!du!plan!de!clivage,!ainsi!que!l’accomplissement!

de!la!cytokinèse!(Yüce!et!al.,!2005).!Alors!que!les!premières!expériences!ont!montré!

que!MgcRacGAP!avait!une!activité!GAP!spécifique!envers!Rac!et!Cdc42,! il! a!été!

suggéré!que!cette!protéine!pouvait!aussi!avoir!une!activité!envers!RhoA.!En!effet,!

Minoshima!et!al.!(2003)!ont!mis!en!évidence!que!la!phosphorylation!de!MgcRacGAP!

sur!la!Sérine!387!par!Aurora!B!serait!responsable!de!ce!changement!de!spécificité!

dans!le!midbody,!et!permettrait!ainsi!l’achèvement!de!la!cytokinèse!(Minoshima!et!al.,!

2003).!Enfin,!Loria!et!al.! (2012)!ont!mis!en!évidence!que! le!domaine!RhoGAP!de!

CYK4/MgcRacGAP!permet!l’activation!de!RhoA,!et!que!la!mutation!E448K!empêche!

la!formation!du!sillon!de!clivage!(Loria,!Longhini,!&!Glotzer,!2012).!!

!

I.!A.!3.!Rôle!de!ARHGAP11A!

Enfin,!Zanin!et!al.!(2013)!ont!récemment!mis!en!évidence!le!rôle!d’une!troisième!GAP!

de!RhoA!dans!la!mitose!des!cellules!animales,!et!plus!particulièrement!au!cours!de!la!

cytokinèse!(Zanin!et!al.,!2013).!Ils!ont!montré!que!cette!protéine!permet!la!spécification!

d’une!zone!de!RhoA!restreinte!au!cortex!équatoriale.!La!définition!de!cette!zone!se!fait!

en!collaboration!avec!les!microtubules!astraux.!En!effet,!les!cellules!dans!lesquelles,!

l’activité!de!ARHGAP11A!est!inhibée!en!l’absence!de!microtubules!astraux!forment!

d’une!part!une!zone!de!RhoA!étendue,!et!d’autre!part!manifestent!une!hypercontractilité!

corticale.! En! revanche,! l’inhibition! de! l’activité!GAP! en! présence! des!microtubules!

astraux! permet! l’accumulation! des! protéines! de! l’anneau! contractile! au! cortex!

équatorial,!ainsi!que!la!formation!de!larges!protrusions!au!cortex.!Toutefois,!la!zone!de!
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RhoA!n’est!pas!altérée.!Ainsi,!ARHAGAP11A!limite!l’activité!de!RhoA!tout!au!long!de!

la!mitose!pour!stabiliser!le!cortex!et!empêcher!la!formation!de!protrusions!au!cortex!des!

cellules.!!

!

I.!B.!Conclusion!

Les!trois!GAPs!de!RhoA!dont!les!rôles!ont!d’ores!et!déjà!été!caractérisés!au!cours!de!

la!mitose!sont! impliqués!dans! la!cytokinèse!à! travers! trois!processus!différents!en!

permettant!soit!la!spécification!du!plan!de!clivage,!soit!la!contraction!du!sillon!de!clivage.!

Nous!avons!caractérisé!la!protéine!ARHGAP19,!une!nouvelle!GAP!de!Rho!spécifique!

des!cellules!hématopoïétiques.!Nous!avons!par!ailleurs!montré!que!cette!protéine!joue!

un!rôle!majeur!dans!le!changement!de!forme!des!cellules.!En!début!de!mitose,!il!a!été!

montré!que!l’acquisition!de!la!morphologie!sphéroïde!résulte!de!l’activité!de!RhoA!qui!

permet! la! réorganisation!des! fibres!de!stress!en! filaments!d’Actine! sous!corticaux,!

reliant!pour!la!première!fois!les!Rho!GTPases!et!les!changements!de!forme!observés!

en!début!de!mitose!(Maddox!et!al.,!2003).!La!Moésine!a!aussi!été!montrée!comme!

jouant!un!rôle!important!dans!l’acquisition!de!l’arrondissement!des!cellules!en!jouant!le!

lien!entre!les!filaments!d’Actine!sousMcorticaux!et!la!membrane!plasmique!(Kunda!et!

al.,!2008).!Quelle!que!soit!la!voie!de!signalisation!privilégiée,!ceci!a!pour!conséquence!

d’augmenter! la! rigidité! corticale,! processus! indispensable! à! l’arrondissement! des!

cellules.!Les!expériences!que!nous!avons!menées!ont!permis!de!mettre!en!évidence!

une!nouvelle!voie!de!signalisation!participant!au!changement!de!forme!des!cellules!en!

suspension.! ARHGAP19! étant! spécifiquement! exprimée! dans! les! cellules!
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hématopoïétiques,! cela! souligne! les! besoins! spécifiques! nécessaires! au! bon!

déroulement!de!la!mitose!selon!les!types!cellulaires.!!!

Nous! avons! aussi! montré! que! ARHAGAP19! subit! des! modifications! postM

traductionnelles!au!cours!de!la!mitose!sur!deux!résidus!T404!et!T476,!localisés!dans!la!

partie!CMTerminale!de!la!protéine.!Les!expériences!que!nous!avons!menées!afin!de!

mettre!en!évidence!le!rôle!de!la!phosphorylation!de!ces!deux!résidus!ont!montré!que!

l’activité!de!ARHGAP19!n’est!pas!altérée!lorsque!les!mutations!T404A!et!T476A!sont!

introduites! soit! individuellement,! soit! simultanément.! En! revanche,! nous! avons! pu!

observer! une! différence! de! localisation! de! la! protéine,! ce! qui! suggère! que! la!

phosphorylation!des!résidus!T404!et!T476!permet!de!séquestrer!ARHGAP19!dans!le!

cytoplasme!en!début!de!mitose.!Par!ailleurs,!les!expériences!de!vidéomicroscopie!ont!

révélé!la!formation!de!cellules!binucléées,!concomitantes!à!l’apparition!de!ponts!de!

chromatine!en!anaphase.!Au!cours!de!cette!phase,!il!a!pu!être!observé!la!formation!et!

l’ingression! du! sillon! de! clivage! suivie! par! une! régression! à! proximité! du! pont! de!

chromatine!persistant,!suggérant!qu’il!existe!une!relation!entre!ces!deux!événements.!

Par! ailleurs,! les! expériences! de! cytométrie! ont! permis! de!montrer! l’accroissement!

significatifs! de! cellules! multinucléées! dans! les! mutants! ARHGAP19! T404A! et!

ARHGAP19!AA!par!rapport!aux!mutants!ARHGAP19!WT!et!ARHGAP19!T476A.!Ces!

résultats!suggèrent!donc!l’implication!de!la!phosphorylation!du!résidu!T404!dans!le!

maintien! du! processus! de! ségrégation! des! chromatides! sœurs.! Dans! le! but! de!

déterminer!l’origine!de!ces!défauts!de!ségrégation,!nous!avons!réalisé!des!expériences!

d’étalement!de!chromosomes!métaphasiques,!et!mis!au!point!un!protocole!permettant!

d’observer! l’organisation! de! la! protéine! SMC2,! composant! majoritaire! des!
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chromosomes! mitotiques.! Les! résultats! n’ont! pas! mis! en! évidence! de! défauts!

significatifs!entre!les!différents!mutants!et!les!contrôles,!suggérant!que!des!défauts!de!

condensation!ne!sont!pas!à!l’origine!des!ponts!de!chromatine.!Enfin,!nous!avons!testé!

l‘hypothèse!selon!laquelle!les!ponts!de!chromatine!sont!la!conséquence!d’un!stress!

réplicatif!au!cours!duquel!des!régions!difficiles!à!répliquer,!telles!que!les!centromères,!

sont!endommagées.!Les!immunomarquages!réalisés!avec!l’anticorps!dirigé!contre!la!

protéine! centromérique! CENPMA! ont! montré! que! les! bras! de! chromatides! sœurs!

formant!les!ponts!de!chromatine!ne!correspondent!pas!à!des!régions!centromériques.!

Par!ailleurs,! les!résultats!des!expériences!d’immunofluorescence!réalisées!avec!les!

anticorps!antiMBLM!et!antiMFANCD2!ont!aussi! réfuté! l’hypothèse!du!stress!réplicatif.!

L’utilisation!de! la!bioinformatique!peut!permettre!dans!certains!cas!de!générer!des!

hypothèses.!

Enfin,!une!des!caractéristiques!de!ARHGAP19!est!sa!localisation!aux!pôles!de!la!cellule!

lors!de!l’anaphase!lorsque!la!protéine!est!surexprimée!dans!sa!forme!sauvage.!Les!

expériences!menées!ont!montré!que!ARHGAP19!est!phosphorylée!sur!un!autre!résidu!

dans!la!région!CMTerminale,!et!les!résultats!préliminaires!suggèrent!que!ce!résidu!est!

impliqué!dans!la!localisation!de!la!protéine!aux!pôles!de!la!cellule!en!anaphase,!par!un!

mécanisme!qui!reste!à!définir.!!!
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Caractérisation de ARHGAP19, une nouvelle GAP de Rho impliquée dans la mitose des lymphocytes T 

Mots clés : Rho GTPases, RhoGAP, Mitose, Cytokinèse, Changements de forme  

Résumé: Dans le but de déterminer le rôle des Rho 
GTPases et de leurs régulateurs dans les cellules 
hématopoïétiques, une analyse des niveaux 
d’expression de 300 gènes codant pour des protéines 
impliquées dans les voies de signalisation 
dépendantes de Rho a été faite à partir d’échantillons 
de patients atteints de leucémies de type T-ALL. Il a 
ainsi pu être mis en évidence qu’un groupe de gènes 
incluant notamment mgcracgap, ect2, citron et 
arhgap19 variaient parallèlement. A l’exception de 
arhgap19, ces gènes avaient une fonction connue au 
cours de la mitose. Il a donc été entrepris de 
caractériser la protéine ARHGAP19 qui, d’après les 
banques de données, est spécifique du système 
hématopoïétique, et pour laquelle aucune fonction 
n’avait encore été déterminée.  

Nous avons montré que ARHGAP19 est impliquée 
au cours de la mitose dans les changements de forme 
des lymphocytes, la ségrégation des chromatides 
sœurs et le recrutement membranaire des effecteurs 
de RhoA. Nous avons aussi mis en evidence une 
nouvelle voie de signalisation par laquelle les 
changements de forme des lymphocytes 
interviennent et impliquant RhoA–ROCK– 
Vimentine. 
Nous avons aussi montré que ARHGAP19 est 
phosphorylée par CDK1 sur deux résidus Thréonines 
présents dans la partie C-Terminale. La mutation de 
ces résidus en Alanine est concomitante avec la 
formation de ponts de chromatine, ainsi qu’une 
augmentation significative de cellules multinucléées. 
Afin de déterminer le mécanisme impliqué dans ce 
phénotype, nous avons procédé à des expériences de 
cytogénétique et, in-silico, à des simulations de 
dynamiques moléculaires. 
 

 

 

Characterization of ARHGAP19, a novel RhoGAP involved in T-cell mitosis 

Keywords : Rho GTPases, RhoGAP, Mitosis, Cytokinesis, Cell shape changes 

Abstract : In an effort to understand the role of Rho 
GTPases and their regulators in hematopoietic cell 
lines, expression levels of 300 genes were analyzed 
for proteins involved in Rho dependent signaling 
pathways in samples from T-ALL leukemia patients.  
Expression patterns of a group of genes including 
racgap1, ect2, citron and arhgap19 were 
deregulated. At the exception of arhgap19, these 
genes had a known function during mitosis. 
According to databases, this protein is mainly 
expressed in hematopoietic cell lines, and no 
function had yet been documented. Thus, it was 
decided to characterize and investigate ARHGAP19 
biological function.  

We have shown that ARHGAP19 plays a central 
role in regulating cell shapes changes, sister 
chromatids segregation and RhoA effectors 
membrane recruitment during mitosis. We have 
demonstrated that cell shape changes occurred 
through a previously undescribed signaling pathway 
RhoA–ROCK –Vimentin. Finally, we have 
demonstrated that ARHGAP19 is a substrate of 
CDK1. It is phosphorylated on two residues 
Threonine located in the C-Terminal region of the 
protein. We investigated the role of these 
phosphorylation and observed the formation of 
chromatin bridges, as well as a ploidy increase in 
non-phosphorylable mutant expressing cells. In 
order to determine the mechanism involved in such 
phenotypes, we have proceeded to cytogenetic, and 
also in-silico experiments involving molecular 
dynamics. 
 

 

 


