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Prologue

PROLOGUE

L’ADN constitue le support universel de 1’information génétique. Tandis que chez les
organismes procaryotes et leurs dérivés symbiotiques (mitochondries et chloroplastes), il n’est
pas compartimenté dans un organite spécifique, chez les cellules eucaryotes I’ADN
génomique est contenu dans le noyau. Chez ces organismes, I’ADN atteint une telle taille (3
milliards de paires de bases pour le génome humain, équivalant a une longueur de 2 metres)
qu’il nécessite d’etre compacté. C’est ainsi que ces cellules ont développé le systeme
chromatinien, qui confere a I’ADN un tres haut degré de compaction.

Ainsi, pendant longtemps, la chromatine n’a été considérée que comme une nécessité
structurale imposée par un accroissement de la complexité, et donc de la longueur, du
génome. Or, de nombreuses études menées ces dernieres années tendent a démontrer que la
chromatine n’est pas une structure inerte, un simple systeme d’empaquetage de I’ADN. Grace
aux nombreuses modifications post-traductionnelles des histones, ses composants protéiques
majeurs, elle joue un role de premier plan dans la régulation de nombreux processus
cellulaires impliquant des changements de compaction de I’ADN.

La condensation mitotique des chromosomes, nécessaire a la transmission du génome
aux deux cellules-filles, est associée a des modifications d’histones, parmi lesquelles une
phosphorylation de la sérine 10 de I’histone H3. Cependant, 1’identité des enzymes
responsables de ces modifications mitotiques demeure encore assez obscure. L’implication de
nombreuses kinases mitotiques, dont la famille des kinases Aurora, dans la dynamique de
I’ADN en mitose, laisse toutefois entrevoir pour ces régulateurs un role majeur dans
I’établissement de ces modifications.

Afin d’introduire les résultats obtenus lors de mon travail de these, nous passerons en
revue dans un premier temps les caractéristiques de la chromatine, notamment du point de vue
des modifications d’histones et de leur combinaison, ainsi que de leur couplage avec plusieurs
processus cellulaires.

La deuxieme partie sera consacrée a 1’étude de la condensation des chromosomes,
ainsi qu’a sa régulation par divers facteurs protéiques et modifications d’histones, en
particulier la phosphorylation de 1’histone H3 sur la sérine 10.

Nous nous pencherons ensuite sur le role des kinases Aurora dans la dynamique
chromatinienne, ainsi sur leurs caractéristiques structurales, leur expression spatio-temporelle

et la régulation de leur activité.
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I. LA CHROMATINE

La chromatine est un assemblage nucléoprotéique composé d’ADN et de protéines
histones. Dans tout organisme eucaryote, on observe 5 classes majeures de protéines
histonesCIH2A, H2B, H3, H4 (les histones nucléosomales) et I’histone H1 (histone «dnkerd)
(Felsenfeld et Groudine, 2003).

A. Structure et composition de la chromatine

Les histones nucléosomales, ou histones du «[dorel, sont de petites protéines
basiques, extrémement conservées d’un point de vue évolutif. Tandis que chez les eucaryotes
unicellulaires, chaque type d’histone est codé par un gene unique, le nombre de genes croit
avec le degré d’évolution, favorisant ainsi I’apparition de nombreuses isoformes (Thatcher et
Gorovsky, 1994). Bien que peu variables en taille et en séquence (Baxevanis et Landsman,
1996), certaines d’entre elles présentent des caractéristiques d’expression différentes,
illustrées par des spécificités de tissu, d’expression lors du cycle cellulaire, mais également
dans la fonction de la protéine produite. C’est ainsi le cas de I’histone H2AX, impliquée dans
la réparation du génome et dont I’invalidation du gene entraine une instabilité génomique

(Rogakou et al., 1998; Celeste et al., 2002).

I ——

H3 136aa 15kDa 'ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPY...
H2A 130aa 14.3kDa 'SGRGKQGGKARAKAKTRSSRAGL>...
H2B 126aa 13.9kDa 'PEPSKSAPAPKKGSKKAITKAQKKDGKKRKRSRK™...

H4 103aa 11.3kDa 'SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLR?. ..

Fig. 1: Structure primaire des histones nucléosomales. Les queues N-terminales des histones sont riches en

résidus basiques (marqués en rouge).

Dans un ordre croissant de taille, les histones du «[doreld H4, H2B, H2A et H3
comportent entre 100 et 140 acides aminés, équivalant a des poids moléculaires compris entre

11 et 15 kDa (fig. 1). Elles sont constituées d’un domaine C-terminal de structure globulaire,
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et d’un domaine N-terminal constituant environ 20% du poids moléculaire de la protéine, tres
riche en résidus arginines et lysines qui leur conferent leur caractere basique.

L’unité de base de la chromatine est le nucléosome. D’un poids moléculaire de 206
kDa, constitué de 146 paires de bases d’ADN enroulées en 1.65 tours autour de la partie
protéique («Mucleosome coreld), il présente une structure discoidale formée par les domaines
C-terminaux de deux dimeres H2A-H2B et d’un tetramere H3-H4 (fig. 2) (Luger et al., 1997).
Tandis que la partie centrale du nucléosome adopte une conformation stable, les extrémités N-
terminales des histones présentent une plus grande flexibilité structurale. Elles n’interagissent
pas avec la partie centrale du nucléosome, a la surface duquel elles émergent. De plus, la
stabilité du nucléosome in vitro n’est pas perturbée de maniere significative par leur absence
(Ausio et al., 1989). D’autres travaux ont cependant mis en évidence 1’existence de contacts
physiques entre les queues des histones H3 et H4 et I’ADN nucléosomal (Banéres et al.,

1997).

ADN queue d’histone

/
vue 1 == vue 2

A

vue 3

Fig. 2: Structure du nucléosome. (d’apres Luger et al., 1997)

L’histone H1, dont les différentes isoformes présentent une variabilité de s€quence et
de taille supérieure a celle observée pour les autres histones, est une protéine avoisinant les

220 acides aminés, d’un poids moléculaire de 24.2 kDa. Grace a ses propriétés de pontage
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inter-nucléosomal, elle est impliquée dans la condensation de degré supérieur de I’ADN (fig.

3).

ADN
double-brin

histones
du «[dore™

histone H1

conformation
«[derles sur un fild

fibre solénoidale

section de chromosome
sous forme relaxée

: 300 nm

section de chromosome
sous forme condensée

\. /ﬁ :
chromosome 4 1,400 nm
mitotique l

0 nm

AL ®
L)
— = —w

Fig. 3: Les différents degrés d’organisation de la chromatine. (d’apres Felsenfeld et Groudine, 2003)

B. Les modifications des extrémités N-terminales des histones

La plupart des travaux relatifs au role de la chromatine ont essentiellement porté sur
les extrémités N-terminales des histones, cruciales a la régulation de 1’état de compaction de
la chromatine (Cheung et al., 2000a). En effet, il est connu depuis longtemps que de
nombreux résidus de ces queues sont soumis a diverses modifications post-traductionnelles,
telles que, citées dans 1’ordre de découverte, 1’acétylation (résidus lysines) (Gregory et al.,
2001; Roth et al., 2001), la phosphorylation (sérines et thréonines) (Gurley et al., 1973;
Mahadevan et al., 1991), la méthylation (lysines et arginines) (Bannister et al., 2002), mais
également 1’ubiquitination (Sun et Allis, 2002) et I’ADP-ribosylation (fig. 4) (Huletsky et al.,
1985).

10




Introductiondla chromatine

o o eee o oo e ooo ° °
H3  ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVKKPH...[DFKTD]...
2 4 91011 14 1718 23 262728 36 79

° °
H2A SGRGKQGGKARAKAKTRSSRAGL...

1 5

° e oo ° °
H2B PEPSKSAPAPKKGSKKAITKAQKKDGKKRKRSRK...
5 12 1415 20 32
oo o o ° ° °
H4 SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLR...
13 5 8 12 16 20

Légende @ site d’acétylation @ site de phosphorylation @ site de méthylation

Fig. 4: Modifications connues des extrémités N-terminales des histones nucléosomales.

Mon travail de these ayant essentiellement porté sur la phosphorylation de 1’histone
H3 lors de la mitose, il me semble d’un intérét primordial de replacer cette modification dans

un contexte global des modifications de la chromatine.

1) Acétylation

L’acétylation des histones, une réaction qui consiste au transfert d’un groupement
acétyl (CH3-CO-) a partir d’une molécule d’acétyl-coenzyme A vers le groupement €-aminé
d‘un résidu lysine, est catalysée par la classe d’enzymes des histone-acétyltransférases
(HATS) (Roth et al., 2001).

La corrélation entre statut d’acétylation des histones et activité transcriptionnelle,
établie depuis bientdt 40 ans, a constitué le premier indice d’une relation directe entre les
modifications de la chromatine et les processus liés a I’ADN (Allfrey et al., 1964). En effet,
les domaines euchromatiques transcriptionnellement actifs sont hyperacétylés (Hebbes et al.,
1988) tandis que les domaines inactifs hétérochromatiques sont hypoacétylés (Johnson et al.,
1998). De plus, I’acétylation des histones favorise 1’acces des facteurs de transcription a leurs

séquences-cibles (Lee et al., 1993) et stimule la transcription (Nightingale ef al., 1998). Cette

11
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fonction de régulation de la transcription est assurée par la classe des HATs de type A, dont la
localisation est nucléaire. Parmi celles-ci, les plus étudiées sont GenS de S. cerevisiae (Kuo et
al., 1996), d’abord identifiée comme coactivateur transcriptionnel (Grant et al., 1998), ainsi
que p300/CBP (Bannister et Kouzarides, 1996) et PCAF (Yang et al., 1996) chez les
Mammiferes. De nombreux régulateurs transcriptionnels possedent un domaine de fixation
aux résidus lysine acétylés, le bromodomaineldWinston et Allis, 1999): ’acétylation
permettrait ainsi de recruter directement ces régulateurs sur le gene a activer.

Il existe également une classe de HATSs cytoplasmiques, regroupées sous 1’appellation
de HATSs de type B, dont la fonction est d’acétyler les histones H3 et H4 néo-synthétisées. H3
et H4, associées en complexe trimérique avec le facteur CAF-1, sont alors transportées vers le
noyau, puis déposées, lors de la phase S, sur ’ADN en cours de réplication (Mello et

Almouzni, 2001).

2) Méthylation

La méthylation des histones consiste en une réaction de transfert d’un groupement
méthyle, apporté par une molécule de S-adénosine-méthionine (SAM), vers un résidu lysine
ou arginine. Ces réactions sont catalysées par les histone-méthyltransférases (HMTs).

A la différence des phénomenes d’acétylation, essentiellement liés aux processus
d’activation transcriptionnelle, la méthylation des histones est impliquée dans un spectre de
processus cellulaires plus large, comme la formation et la maintenance de I’hétérochromatine
ainsi que la régulation transcriptionnelle (Lachner et Jenuwein, 2002).

La méthylation de la lysine 9 de I’histone H3, catalysée par la HMT Su(var)h39,
constitue un marqueur de I’hétérochromatine constitutive, région du génome ne contenant pas
de séquences codantes et présentant un haut degré de condensation (Rea et al., 2000). Ces
travaux ont permis d’attribuer une activit€ méthyltransférase au domaine SET, de fonction
jusqu’alors inconnue, présent chez Su(var)h39 et d’autres HMTs. Apres I’étape de
méthylation, les protéines HP-1, famille proté€ique impliquée dans I’hétérochromatinisation et
la répression transcriptionnelle (Singh et Georgatos, 2002), favoriseraient dans ces régions la
formation d’hétérochromatine par interaction spécifique entre leur chromodomaine et le
résidu lysine 9 méthylé (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001).

D’un point de vue transcriptionnel, la méthylation des résidus lysine peut avoir deux
effets opposés, activateur ou répresseur, déterminés par la position du résidu affecté. Ainsi, la

méthylation de la lysine 9 de I’histone H3, en plus de son role de marqueur
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hétérochromatique, intervient également dans la répression par la protéine pRb de genes
situés dans les domaines euchromatiques. Il semblerait que ce mécanisme soit une fois de plus
sous la dépendance du tandem Su(var)h39 et HP-1, directement recrutés par pRb sur les
promoteurs d’intérét (Nielsen et al., 2001).

A I’opposé, la méthylation de la lysine 4 de 1’histone H3, catalysée par la HMT Set-1
chez S. cerevisiae (Briggs et al., 2001), et par Set-9 chez I’Homme (Nishioka et al., 2002) est
restreinte a I’euchromatine, et semble liée a une activation transcriptionnelle (Strahl ez al.,
1999; Bernstein et al., 2002; Nishioka et al., 2002). Il semblerait que cet évenement de
méthylation déstabilise I’interaction entre un répresseur transcriptionnel, le facteur de
désacétylation NuRD, et la queue de I’histone H3 (Nishioka et al., 2002). Cependant, d’apres
d’autres travaux, la méthylation de la lysine 4 semble également €tre nécessaire a 1’inhibition
de certains loci, tels que les télomeres et les loci portant les genes codant pour I’ARN
ribosomal (rDNA) (Briggs et al., 2001). Cette dualité d’effets n’est pas encore tres claire, et il
est possible que I’effet activateur ou répresseur de cet évenement de méthylation dépende
également de la présence d’autres modifications.

Il existe trois degrés distincts de méthylation d’un résidu lysine: la mono-, la di- et la
triméthylation. Par la génération d’anticorps permettant la discrimination entre les formes di-
et triméthylée de la lysine 4 de I’histone H3, il a récemment été mis a jour une spécificité
fonctionnelle de ces degrés de modification: tandis que la tri-méthylation n’est présente que
sur les genes actifs, la di-méthylation (également présente exclusivement dans les régions
euchromatiques) est présente indifféremment sur les genes actifs et inactifs. D’apres les
auteurs de ces travaux, le degré de méthylation du résidu lysine 4 pourrait constituer un
indicateur du degré de transcription (Santos-Rosa et al., 2002). Ainsi, il semble que le degré
de modification d’un résidu revéte également une certaine importance dans le langage des

modifications d’histones.

3) Phosphorylation

La phosphorylation, catalysée par les histone-kinases (HKs), consiste en une réaction
de transfert d’un groupement phosphate a partir d’une molécule d’ATP vers un résidu sérine
ou thréonine. Aucun phénomene de phosphorylation de résidus tyrosines ou histidines n’a
encore été mis en évidence dans le cas des histones (Steeg et al., 2003).

Il est bien établi depuis bientdt 30 ans que le niveau global de phosphorylation des

histones fluctue de maniere tres marquée au cours du cycle cellulaire (Bradbury et al., 1973),
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ce qui se caractérise notamment par I’existence de pics de phosphorylation de 1’histone H3 au
cours de la mitose (Gurley et al., 1978). Cette phosphorylation affecte le résidu sérine 10 de
toutes les molécules d’histone H3 et semble €tre liée de maniere tres directe au processus de
condensation des chromosomes, phénomene qui sera traité largement plus en détail
ultérieurement (Wei et al., 1999).

La phosphorylation des histones est une modification qui semble corrélée a un plus
grand nombre de processus cellulaires (Loury et Sassone-Corsi, 2003). De maniere analogue a
la méthylation, elle est impliquée aussi bien dans des processus impliquant une condensation
qu’a d’autres liés a une décompaction de la chromatine, ceci dépendant de la position du

résidu affecté, mais également du contexte cellulaire.

a) La transcription stimulus-dépendante

Apres exposition a un stimulus externe, la cellule répond en déclenchant des cascades
de transduction, qui, par des événements de phosphorylation en série, entrainent 1’activation
de plusieurs protéines régulant la transcription des genes cibles. Parmi ces protéines, on
dénombre, outre de nombreux facteurs de transcription, I’histone H3 (Mahadevan et al.,
1991).

Plusieurs travaux ont mis en évidence une phosphorylation de I’histone H3 sur des
genes transcrits en réponse a de nombreux stimuli. A 1’exception d’une étude démontrant la
phosphorylation de la sérine 28 de I’histone H3 en réponse aux rayons UV (Zhong et al.,
2001), ces travaux ont pour la plupart porté sur la modification du résidu sérine 10. Il est
cependant fort probable que d’autres résidus, au sein de 1’histone H3 ou d’autres histones,
puissent également etre la cible d’évenements de phosphorylation liés a I’activation de
cascades de transduction.

A la différence de la mitose, ou la phosphorylation de I’histone H3 est liée a la
condensation des chromosomes, ce phénomene stimulus-dépendant, que 1’on identifie sous le
nom de «[@ponse nucléosomalel, s’accompagne d’une décompaction locale de la
chromatine. C’est un évenement transitoire, intervenant généralement entre 15 et 30 minutes
apres stimulation et de durée variable, dépendant essentiellement de la nature de 1’agent
stimulateur (Mahadevan et al., 1991).

Dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire du Dr. Allis, 1’équipe du Dr.
Sassone-Corsi a identifié la protéine RSK-2, activée par les voies de transduction ERK,

comme une kinase phosphorylant 1’histone H3 (Sassone-corsi et al., 1999) ainsi que le facteur
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de transcription CREB (De Cesare et al., 1998) apres stimulation a I’EGF. Ces résultats furent
obtenus a la suite d’une étude menée sur des cellules de patients du syndrome Coffin-Lowry,
déficients pour le gene codant pour RSK-2 (Trivier et al., 1996). Dans ces cellules, la réponse
transcriptionnelle a I’EGF, et notamment la premiere vague de transcription, celle durant
laquelle les genes dits «[@récoces, tel que c-fos, sont transcrits, est fortement altérée.

D’autres travaux semblent suggérer que la kinase MSK-1, activée par les voies de
transduction ERK et p38, serait responsable de la phosphorylation de I’histone H3 en réponse
a I’EGF (Soloaga et al., 2003), mais également suite a de nombreux signaux de stress
cellulaire, tels que les rayonnements UV (Thomson et al., 1999).

Plus récemment, il a é&té montré que la kinase IKK-a., activée en réponse au TNF-a,
phosphoryle la sérine 10 de 1’histone H3 sur plusieurs genes activés par le facteur NF-KB
(Yamamoto et al., 2003C1Anest et al., 2003).

La phosphorylation de 1’histone H3 a également été observée dans des systemes
physiologiques, notamment en réponse a un signal lumineux entrainant un recadrage de
I’horloge biologique. Dans les noyaux suprachiasmatiques de 1’hypothalamus, ce signal
entraine 1’activation des genes c-fos et Per-1, qui s’accompagne d’une phosphorylation
transitoire de I’histone H3 sur la sérine 10 (Crosio et al., 2000). D’autres travaux ont abouti a
I’observation d’une phosphorylation transitoire de 1’histone H3, également couplée a
I’induction du gene c-fos, dans 1’hippocampe d’une souris préalablement traitée a 1’acide

kainique, agoniste des récepteurs glutaminergiques.
La sérine 10 de I’histone H3, phosphorylée par plusieurs kinases, semble ainsi se
situer a la croisée de plusieurs voies de transduction. Elle constituerait donc un substrat-clé de

I’activation transcriptionnelle en réponse a de nombreux stimuli.

b) La réparation de '’ ADN

L’ histone H2AX constitue 1’une des trois sous-familles d’histone H2AL chez les
Mammiferes, elle représente de 2 a 25% de la totalité des histones H2A présentes dans la
chromatine. Chez la Souris, I’invalidation du gene h2ax par recombinaison homologue n’est
pas létale, mais se caractérise par une sensibilité accrue aux radiations y liée a des défauts de

réparation de I’ADN, causant ainsi une instabilité chromosomique (Celeste et al., 2002).
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Les mécanismes moléculaires liant I’histone H2AX a une fonction de surveillance de
I’intégrité du génome sont désormais assez bien connus: lors d’une cassure d’un double brin,
induite par des agents endommageant I’ADN, tels que les rayons v, il y a phosphorylation de
la sérine 139 de H2AX par la kinase ATM, membre de la famille des PI3-kinases, activée tres
rapidement apres génération de cassures double-brin (Rogakou e al., 1998; Burma et al.,
2001).

Cet événement de phosphorylation s’étend sur des longueurs de I’ordre de la mégabase
autour de la lésion (Rogakou et al., 1999). Bien que cette modification ne constitue pas le
signal primaire de la relocalisation des facteurs de réparation vers le point de 1ésion, elle est
nécessaire a leur association en «[bci induits par I’irradiationd sur le point de 1ésion (Celeste
et al., 2003).

Il est fort probable que la phosphorylation de la sérine 139 de H2AX constitue un
marqueur général des cassures double-brin, occasionnées non seulement apres exposition a
des agents endommageant I’ADN, mais également lors de processus physiologiques
comportant des étapes de recombinaison. C’est ainsi que cette modification a été observée sur
les sites de recombinaison méiotique lors du stade spermatocytes primaires (Mahadevaiah et
al., 2001), mais également sur les sites de recombinaison V(D)J qui se produisent lors de la
maturation des thymocytes (Chen et al., 2000), tous deux phénomenes physiologiques

impliquant la génération de cassures double-brin.

¢) L.’apoptose

Durant I’apoptose, il y a condensation, puis dégradation de I’ADN en fragments de
taille nucléosomale. Ces changements morphologiques s’accompagnent de plusieurs
évenements de phosphorylation d’histones. C’est ainsi le cas de la phosphorylation de la
sérine 14 de I’histone H2B, catalysée par I’enzyme Mstl, apres clivage de celle-ci par la
caspase-3 (Cheung et al., 2003). D’autres travaux ont également mis en évidence une
phosphorylation de la sérine 32, également sur 1’histone H2B (Ajiro, 2000), ainsi qu’une
phosphorylation de 1’histone H2AX sur la sérine 139 (Rogakou et al., 2000), tous deux liés a
la fragmentation apoptotique de I’ADN. Ces trois évenements de phosphorylation sont sous la
dépendance des caspases.

Bien qu’une phosphorylation de la sérine 10 de I’histone H3 ait également été

observée lors de I’apoptose provoquée par un traitement a la gliotoxine, une toxine fongique
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(Waring et al., 1997), la certitude que cet évenement puisse constituer un marqueur général
d’apoptose n’est pas acquise. En effet, cette modification n’a pas été observée en réponse a

d’autres agents apoptogenes, tel que la privation de sérum (Hendzel et al., 1998).

C. Les combinaisons de modificationsClpotentiels mécanismes d’action

1) L’interdépendance des modifications d’histones

Ainsi qu’il a été exposé ci-dessus, le type de modification, la nature du résidu affecté ainsi
que sa position, jouent un role fondamental dans 1’état de compaction de la chromatine. De
plus, il est désormais bien établi que ces modifications peuvent s’ «[@ssociery pour former des
combinaisons de modifications, apportant un degré supplémentaire de complexité au systeme.
Des études récentes ont ainsi démontré qu’une modification donnée pouvait a son tour
influencer la modification d’un autre résidu présent sur la méme queue d’histone, ou sur une
autre queue.

Afin d’illustrer ce type de régulation, voici trois exemples dans lesquels une modification

de la chromatine influence, de maniere positive ou négative, la modification d’un autre résidu.

a) Cas d’influence positive

Comme il a été décrit ci-dessus, ’activation des genes précoces en réponse a un stimulus
mitogénique, tel qu’un traitement a I’EGF, s’accompagne d’une phosphorylation de la sérine
10 de I’histone H3.

Or, il a été montré par plusieurs études indépendantes que cette phosphorylation favorise
une acétylation de I’histone H3 en lysine 14 (Cheung et al., 2000b; Lo et al., 2000; Clayton et
al., 2000). Ce mécanisme constitue le premier cas avéré d’interdépendance entre
modifications d’histones. D’apres des expériences d’acétylation in vitro, il semble que
I’activité de plusieurs HATs recombinantes, notamment GenS (S. cerevisiae) (Cheung et al.,
2000b) ainsi que PCAF et p300 (H. sapiens) (Lo et al., 2000), envers le résidu lysine 14 est
stimulée par la présence d’un groupement phosphate sur la sérine 10. De plus, cette
stimulation est abolie apres mutation du résidu arginine 164 de GenS, situé a proximité de la
sérine 10 de I’histone H3 dans la structure du complexe ternaire GenS/coenzymeA/histone H3

(Lo et al., 2000).
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Cette particularité de reconnaissance du substrat par les HATs permet de développer un
modele d’activation du gene c-fos en réponse a I’EGF: d’apres ces travaux, la phosphorylation
de la sérine 10 constituerait une sorte de marqueur des genes a activer. Viendrait alors 1’étape
d’acétylation de la lysine 14, favorisée par la phosphorylation préalable, suivie de I’activation
du gene (fig. 5).

D’apres des études ultérieures, il semble que ce couplage des activités kinase et
acétyltransférase se reflete également au niveau des enzymes elles-mémes. Dans une cellule
quiescente, c’est-a-dire en absence de stimulation externe, la kinase RSK?2 et la HAT CBP
interagissent pour former un complexe au sein duquel elles sont toutes deux inactives
(Mérienne et al., 2001). Apres traitement a ’EGF, il y a dissociation du complexe, menant a

I’activation de chacune des enzymes (fig. 5).
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cellule quiescente EGF

v

voie ERK
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, . // o
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Fig. 5: Modele d’activation de c-fos en réponse a P'EGF. a) dans la cellule quiescente, RSK2 et CBP

interagissent sous forme inactive, b) en réponse a I’EGF, la voie ERK active RSK2, qui, dissociée de CBP,
phosphoryle I’histone H3 et le facteur de transcription CREB. CBP acétyle 1’histone H3 phosphorylée, entrainant

ainsi I’activation du gene.
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Observée sur d’autres genes en réponse a d’autres stimuli, la phospho-acétylation de
I’histone H3 semble &tre un mécanisme assez général d’activation transcriptionnelle (Salvador

etal.,2001; Lo et al., 2001).

b) Cas d’influence négative

Ainsi qu’il a été exposé ci-dessus, tandis que la méthylation de la lysine 9 de 1’histone
H3 par Su(var)h39 est impliquée dans la répression transcriptionnelle et la formation
d’hétérochromatine (Nielsen et al., 2001; Rea et al., 2000), la méthylation de la lysine 4 de
I’histone H3 par Set9 favorise I’activation transcriptionnelle en permettant le départ du facteur
de désacétylation NuRD (Santos-Rosa et al., 2002). Ces deux modifications présentent donc
des caracteres antagonistes, ce qui se reflete dans 1’activité des enzymes impliquées.

Il a ainsi été montré par des tests de méthylation in vitro menés sur des peptides
mimant I’extrémité N-terminale de 1’histone H3, préalablement méthylés sur la lysine 4 ou
non, que la méthylation de la lysine 4 inhibe la HMT Su(var)h39, empéchant ainsi la
méthylation de la lysine 9 (Nishioka et al., 2002). Ces résultats, qui nécessitent certainement
d’etre appuyés par des données in vivo, laissent entrevoir un mécanisme d’exclusion d’une

modification donnée par un autre type de modification.

Dans ces deux cas, les modifications affectent toutes deux des résidus voisins au sein
de la méme extrémité N-terminale d’histone. Ces résultats ayant été obtenus par I’utilisation
de protéines recombinantes, il semble que I’influence, négative ou positive, d’une
modification sur une autre, puisse en grande partie s’expliquer par des spécificités d’affinité
entre enzyme et substrat.

Une étude plus récente, décrivant pour la premiere fois un couplage entre deux
modifications présentes sur deux queues d’histones différentes, laisse supposer cependant

I’existence de mécanismes plus complexes.

¢) Cas de régulation trans-histones

Ainsi qu’il a été exposé précédemment, la méthylation de la lysine 4 de I’histone H3,
bien que généralement observée sur des genes actifs et liée a 1’activation transcriptionnelle,
semble dans certains cas déroger a cette regle et etre liée a la répression de certains loci, tels

que les télomeres et I’ADN codant pour I’ARN ribosomal (rDNA) (Briggs et al., 2001).
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Des expériences de mutation menées chez la levure ont montré que I’enzyme Rad6,
qui possede une activité de conjugaison a 1’ubiquitine, est indispensable a la maintenance de
I’état de répression de ces loci (Huang et al., 1997). Or, une étude récente a démontré que la
délétion du gene rad6, ainsi que la mutation de la lysine 123 de I’histone H2B ubiquitinylée
par Radb6 in vitro, interferent toutes deux avec la méthylation de la lysine 4 de 1’histone H3
(Sun et Allis, 2002). Il parait donc vraisemblable que I’enzyme Rad6 modifie la lysine 123 de
I’histone H2B par ubiquitination, ce qui favoriserait, par un mécanisme moléculaire qu’il reste
encore a découvrir, la méthylation de la lysine 4 de I’histone H3, nécessaire a la répression

transcriptionnelle.

Ces trois séries de résultats nous permettent de définir trois mécanismes régissant
I’interdépendance des modifications d’histones:
- une régulation positive en cis
- une régulation négative en cis
- une régulation positive en trans
Un mécanisme de régulation négative en trans ne semble cependant pas improbable,

bien qu’aucun exemple n’en ait encore été offert.

2) Les mécanismes moléculaires

a) L hypothese «[@lectrostatique

Pendant longtemps, I’hypothése majeure concernant le mode d’action des
modifications d’histones sur la régulation des processus cellulaires liés a I’ADN, hypothese
que 1’on peut qualifier d’«[@lectrostatiqueld, s’appuyait principalement sur des travaux
d’acétylation des histones au cours de 1’activation transcriptionnelle.

Il semblerait que les queues des histones H3 et H4 soient en contact avec I’ADN
nucléosomal (Banéres et al., 1997): cette interaction est assurée par I’attirance électrostatique
existant entre les résidus lysine de ces queues, chargés positivement a pH cellulaire, et
I’ADN, chargé négativement. L.’acétylation de ces résidus basiques, neutralisant leur charge,
affaiblirait ces interactions. Il a ainsi été montré que 1’acétylation de la queue de 1’histone H4
réduit son affinité in vitro pour un ADN de longueur nucléosomale (Hong et al., 1993).

L’ADN devient alors accessible aux facteurs de transcription (Lee et al., 1993).
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Cependant, 1’abondance des modifications potentielles, ainsi que la complexité des
liens d’interdépendance, laissent supposer que les mécanismes moléculaires régulant 1’état de
compaction de la chromatine sont plus complexes que ceux proposés par 1’hypothese

électrostatique.

b) L’hypothese du «[dode histone»

L’ hypothese plus récente du «[dode histoneld, dont de nombreuses études continuent a
confirmer la validité, stipule que le nucléosome peut étre considéré comme une page blanche,
sur laquelle des caracteres (les modifications d’histones) s’associeraient pour former des mots
(les combinaisons de modifications), lesquels seraient déchiffrés par des protéines pouvant les
fixer. Ces protéines seraient responsables, par des mécanismes qu’il reste encore en grande
partie a €lucider, d’une altération ou de la maintenance de I’état de compaction de la

chromatine (Strahl et Allis, 2000).

queue d’histone

modifications
dela chromatine+ T T

liaison aux queues d’histones v
(hypothese du «[dode histonel)

déstabilisation queues/ADN

\ §>/ (hypothese «[Mlectrostatiquel)

Fig.[8: Modele d’action des modifications d’histones intégrant les deux hypotheses majeures.

L’existence au sein de nombreuses protéines, de modules de liaison aux modifications

de la chromatine, bromodomaine et chromodomaine, respectivement spécifiques a
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I’acétylation et a la méthylation, semble confirmer cette théorie. En revanche, bien que
I’existence de domaines d’interaction avec des résidus phosphorylés soit avérée (Yaffe et Elia,
2001), aucune étude n’a jusqu'a présent démontré leur intervention dans le contexte de la
chromatine.

Ce modele du «[dode histoneld n’entame cependant pas le bien-fondé de 1’hypothese
électrostatique et il est probable que les deux mécanismes proposés concourent simultanément

a la régulation de 1’état de compaction de I’ADN (fig. 6).
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II. LA CONDENSATION MITOTIQUE DE 1’ADN

Lors de la mitose, I’ADN traverse des étapes de condensation et de ségrégation,
nécessaires a la transmission d’une copie du génome a chacune des deux cellules-filles. Les
changements drastiques qu’ils entrainent dans I’organisation de la chromatine sont le résultat
de I’action concertée de nombreux effecteurs et régulateurs mitotiques. Cette partie sera
entierement consacrée a la description de certains effecteurs majeurs de la dynamique de
I’ ADN.

Tandis que la cohésion entre chromatides est établie des la phase S, de maniere
concomitante a la réplication de I’ADN, la condensation des chromosomes, initiée a partir du
centromere, ne débute qu’en phase G2. Lors de la prophase, la condensation progresse en
direction des télomeres et atteint un maximum en métaphase. Les chromosomes se
positionnent alors sur la plaque équatoriale, plan situé a mi-distance entre les centrosomes.
Une fois leurs deux kinétochores rattachés aux poles par les microtubules du fuseau, les
chromatides se séparent. Durant I’anaphase, elles sont tirées vers les poles par le fuseau. Il y a

alors décondensation progressive de I’ADN qui devient quasi-complete en télophase (fig. 7).
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Fig. 7: Le cycle du chromosome. (d’apres Losada et Hirano, 2001a)
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A. Les facteurs protéiques dans la condensation

1) La machinerie transcriptionnelle et les facteurs de transcription

La mitose a longtemps été considérée comme une phase dépourvue de toute activité
transcriptionnelle. La majeure partie des facteurs de transcription et des composants de la
machinerie transcriptionnelle est en effet inactivée lors de I’entrée en mitose (Gottesfeld et
Forbes, 1997).

Il a cependant été démontré que le géne codant pour la cycline B1 s’exprimait en
mitose, et ceci a des taux plus élevés qu’en interphase (Sciortino et al., 2001). De plus, son
promoteur, accessible aux enzymes de restriction, est occupé par le facteur de transcription
NF-Y. Ces données semblent corroborées par deux études indépendantes montrant qu’une
faible fraction de I’activateur général de transcription TFIID, ainsi que de sa sous-unité TBP
(«TATA-binding protein»), demeure localisée sur les chromosomes en mitose (Segil et al.,
1996; Chen et al., 2002).

Il semblerait d’apres ces travaux que certaines régions de la chromatine conservent des
taux de compaction bien inférieurs au reste du chromosome, permettant ainsi la transcription

de certains genes qui pourraient avoir une fonction spécifique a la mitose.

2) Les acteurs de la dynamique mitotique de ’ADN

a) Les complexes a protéines SMC

Parmi les facteurs protéiques impliqués dans la condensation des chromosomes, on
dénombre deux complexes multiprotéiques: la condensine et la cohésine, jouant
respectivement un role dans la condensation de I’ADN et dans la cohésion inter-chromatides.
Toutes deux sont constituées de protéines SMC et non-SMC (Jessberger, 2002).

Les protéines SMC («[Structural maintenance of chromosomes), au nombre de six
chez les eucaryotes supérieurs (SMC-1, -2, -3, -4, -5 et —6), sont des protéines d’assez haut
poids moléculaire (entre 1000 et 1400 acides aminés). Leur structure primaire est tres
conservée de la bactérie a I’homme. Elles s’hétérodimérisent pour former des complexes en
forme de V (Melby et al., 1998), aux extrémités desquels se situent des domaines

ATPasiques, indispensables a leur activité (Lowe et al., 2001). Tandis que le complexe SMC-
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SIBMC-6 semble jouer un role dans la réparation de I’ADN (Taylor et al., 2001), les deux

autres complexes assurent principalement des fonctions mitotiques.

i- Le complexe condensine

Le complexe condensine (€galement appelé «[domplexe 13SE d’apres son coefficient
de sédimentation) résulte de 1’association d’un dimere SMC-2/SMC-4 (CAP-E/CAP-C, ou
«complexe 8S») et d’un trimere non-SMC CAP-D2/CAP-G/CAP-H (associées en «complexe
11S») (fig. 8a) (Hirano et al., 1997). Chacune de ces cinq sous-unités est essentielle chez la
levure (Saka et al., 1994; Sutani et al., 1999). Sa fonction dans la condensation a été

N

découverte a la suite de tests effectués dans des extraits d’ceuf de X. laevis, systeme
couramment utilisé pour I’étude de la condensation des chromosomes. D’apres des
expériences d’immunodéplétion de ces extraits, la condensine est absolument nécessaire a la
condensation des chromosomes (Hirano et al., 1997).

Les mécanismes par lesquels la condensine participe a la condensation des
chromosomes demeurent obscurs. Il semblerait qu’elle favorise, dans I’ADN auquel elle se
lie, la création et la maintenance de boucles d’orientation positive (Kimura et Hirano, 1997),

permettant ainsi un pontage intra-moléculaire (fig. 8b).
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Fig. 8: Structure et modele d’action de la condensine. a) La condensine est constituée d’un dimere SMC-

2/SMC-4 et d’un trimere de protéines non-SMC (d’apres Hirano, 2002). b) Elle favoriserait, par la création et la
maintenance de boucles d’orientation positive, le pontage intra-moléculaire au sein d’un brin d’ADN (d’apres

Hirano, 1999).

De localisation cytoplasmique en interphase, la condensine devient nucléaire en fin de

phase G2, s’associant a la chromatine jusqu’en métaphase, selon un programme spatio-
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temporel exactement identique a celui de la condensation des chromosomes. Elle quitte
progressivement les chromosomes durant la décondensation et redevient cytoplasmique en G1

(fig. 10) (Schmiesing et al., 2000).

ii- Le complexe cohésine

Le complexe cohésine est formé de 1’hétérodimere SMC-1/SMC-3 ainsi que de deux
protéines non-SMC, Sccl et Scc3 (fig. 9a) (Losada et al., 1998). Des souches mutantes de
levure pour la cohésine perdent des chromosomes a des fréquences anormalement élevées et
présentent une séparation prématurée des chromatides (Michaelis et al., 1997).

Bien que les bases moléculaires de ses propriétés mécaniques n’aient pas encore été
découvertes, il semble tres probable que le complexe cohésine agisse en tant que linker”
inter-moléculaire entre deux brins d’ADN, ce qui expliquerait ses capacités d’aggrégation de

I’ ADN in vitro (fig. 9b) (Losada et Hirano, 2001b).
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Fig. 9: Structure et modele d’action de la cohésine. a) La cohésine est constituée d’un dimere SMC-1/SMC-3

et d’un dimere non-SMC (d’apres Hirano, 2002). b) Elle favoriserait le pontage inter-moléculaire entre deux

brins d’ADN (d’apres Hirano 1999).

La cohésine s’associe des la phase S avec la chromatine en réplication. 95% s’en
dissocie lors de 1’entrée en mitose (Sumara et al., 2000), remplacée par la condensine. La
cohésion entre chromatides est alors assurée par la fraction résiduelle de cohésine qui reste
associée au centromere jusqu’a la transition métaphase-anaphase, lors de la séparation des
chromatides, au cours de laquelle elle est définitivement écartée de la chromatine (fig. 10)

(Waizenegger et al., 2000).0
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Fig. 10: I.’association de la condensine et de la cohésine avec la chromatine est régulée au cours du cycle.

(d’apres Hirano, 1999)

b) La topoisomérase Ila

Les DNA-topoisomérases sont une classe d’enzymes nécessaires a la résolution de
problemes topologiques lors de plusieurs processus li€s au métabolisme de 1’ADN,
notamment la transcription, la réplication, la recombinaison et la dynamique des
chromosomes mitotiques (Wang, 2002). Elles catalysent le clivage d’un brin d’ADN, et font
passer un second brin d’ADN a travers la cassure qu’elles referment en fin de réaction.

L’isoforme Ilo est particulierement abondante sur les chromosomes mitotiques
(Christensen et al., 2002). Elle semble y jouer deux rolesldruciaux:

- dans la ségrégation des chromosomes, qu’elle favorise en permettant la résolution
des chromatides et des chromosomes (Gimenez-Abian ef al., 1995).

- dans la condensation des chromosomes, bien que sa fonction exacte dans ce

processus soit encore inconnue (Uemura ef al., 1987).
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Ainsi que nous I’avons vu, de nombreux facteurs protéiques participent a la régulation
de la dynamique chromatinienne en mitose. Cependant, outre les changements
d’environnement protéique, la condensation des chromosomes s’accompagne de plusieurs

modifications d’histones, spécifiques a la mitose.

B. Les queues d’histones dans la condensation

1) Des acteurs essentiels a la condensation

Le role des queues d’histones dans la condensation est crucial, ainsi qu’il a été
démontré par des expériences de condensation in vitro: lorsque de la chromatine de
spermatozoides de X. laevis est incubée en présence d’extrait mitotique d’ceufs de la méme
espece, I’ADN, qui subit d’abord une étape de décompaction, se condense en chromosomes.
Cette condensation est inhibée par I’ajout d’oligosomes intacts, mais n’est pas affectée
lorsque les oligosomes sont privés des queues d’histones par digestion a la trypsine (de la
Barre et al., 2000). Les auteurs interpretent cet effet d’inhibition par la séquestration de
facteurs cruciaux a la condensation par les queues d’histones. Des approches similaires ont
montré que la queue de I’histone H2B était nécessaire, a un degré tres supérieur a celle des
autres histones, a la condensation des chromosomes (de la Barre et al., 2001).

Quant a I'interaction éventuelle de facteurs de condensation avec les queues d’histone

que ces résultats laisseraient supposer, il n’en existe aucune preuve formelle. Ces mémes
auteurs ont montré que la topoisomérase IIQL et le complexe condensine interagissaient avec
les nucléosomes, mais de maniere indépendante des queues d’histones (de la Barre et al.,
2000); d’autres ont au contraire mis a jour une interaction entre la sous-unité CAP-D2 de la

condensine et la queue de I’histone H3, conférant ainsi a cette derniere une fonction

potentielle de récepteur a la condensine (Schmiesing et al., 2000; Ball et al., 2002).

2) La phosphorylation mitotique des histones

La phosphorylation mitotique des histones fut observée pour la premiere fois en 1973
(Bradbury et al., 1973). D’un niveau faible pour les histones H2A, H2B et H4, elle est tres
massive pour les histones H1 et H3, pour lesquelles toutes les molécules semblent etre

modifiées.

28



Introductiondla condensation mitotique de I’ADN

a) La phosphorylation de 1’histone H1

Lors de I’entrée en mitose, il y a hyperphosphorylation de I’histone «nkerl H1 sur
de nombreux sites. Il semblerait que cet évenement soit sous la dépendance de la kinase cdc2
(Langan et al., 1989). En raison des caractéristiques temporelles de cette modification, il a
longtemps été postulé que cette modification était nécessaire a la condensation des
chromosomes (Bradbury, 1992; Roth et Allis, 1992). Or des expériences menées in vivo et in
vitro ont montré que ce processus n’était pas affecté par 1’absence de 1’histone H1 (Shen et
al., 1995; Ohsumi et al., 1993), ni par I’absence de phosphorylation (Guo et al., 1995). Ainsi,

la fonction de cette modification reste encore inconnue.

b) La phosphorylation de la sérine 10 de 1’histone H3

De maniere analogue a I’hyperphosphorylation de I’histone H1, la phosphorylation de
I’histone H3 a été observée chez de nombreux organismes et semble ainsi constituer un
marqueur universel de la mitose (Hendzel ef al., 1997; van Hooser et al., 1998C1Hsu et al.,
2000C1Kaszas et Cande, 2000) . Une phosphorylation massive de la sérine 10 de I’histone H3
se produit également lors des deux divisions méiotiques, selon des modalités spatio-

temporelles identiques a la phosphorylation mitotique.

i- Corrélation spatio-temporelle avec la condensation des chromosomes

Jusqu’a une époque assez récente, la caractérisation précise des modifications
d’histones in vivo semblait quasi-impossible, faute d’outils adaptés. La génération d’un
anticorps polyclonal dirigé de maniere tres spécifique contre 1’histone H3 phosphorylée sur la
sérine 10 a permis 1’étude de cette modification en corrélation avec la condensation des
chromosomes.

D’apres des études menées sur Tetrahymena thermophila (Hendzel et al., 1997),
travaux confirmés ultérieurement chez de nombreux organismes, la phosphorylation de la
sérine 10 de 1’histone H3 accompagne de maniere tres stricte le déroulement de la
condensation des chromosomes. Il y a tout d’abord phosphorylation de I’histone H3 dans
I’hétérochromatine péricentromérique en fin de phase G2. Lors de la prophase, période durant

laquelle la chromatine se condense, il y a «[8longationBlde cette modification le long des bras

29



Introductiondla condensation mitotique de I’ADN

du chromosome. L’état de compaction atteint son maximum lors de la métaphase, ainsi que la
phosphorylation de I’histone H3. Durant I’anaphase, les chromosomes commencent
graduellement a se décondenser, phénomene s’accompagnant d’une déphosphorylation de
I’histone H3. Lors de la télophase, la phosphorylation est proche de son niveau basal

interphasique, tandis que I’ADN est largement décondensé (fig. 11) (Hendzel et al., 1997).

v —

— transition —x
début G2 fin G2 prophase  meétaphase anaphase télophase
légende I H3 déphosphorylée B H3 phosphorylée - plan équatorial
ADN relaxé ADN condensé

Fig. 11: Corrélation spatio-temporelle entre la condensation des chromosomes et la phosphorylation de la

sérine 10 de I’histone H3.

ii- Fonction de la phosphorylation de 1la sérine 10 de I’histone H3

La parfaite corrélation spatio-temporelle entre la phosphorylation de la sérine 10 de
I’histone H3 et la dynamique de I’ADN en mitose a donné lieu a plusieurs hypotheses visant a

expliquer la fonction de cette modification lors de la mitose.

- Hypothese de la condensation

L’hypothese d’un lien de cause a effet entre la phosphorylation de la sérine 10 et la
condensation semble vérifiée chez T. thermophila, grace a I’étude d’une souche portant une

mutation de ce résidu en alanine, non-phosphorylable (Wei et al., 1999). Ce mutant présente
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des défauts de ségrégation, caractérisés par la présence de bras de chromosomes demeurant
sur la plaque équatoriale lors de 1’anaphase, signe d’une condensation imparfaite de I’ADN:
les chromosomes ne peuvent supporter les forces de traction exercées sur eux par le faisceau
mitotique et sont sujets a des cassures. Les cellules-filles issues de la mitose présentent des

taux d’aneuploidie anormalement élevés.

Quant aux mécanismes moléculaires par lesquels la phosphorylation de ’histone H3 serait
responsable de la condensation, deux modeles ont été avancés :

- selon le premier d’entre eux, la phosphorylation induirait une baisse d’affinité de la
queue de ’histone H3 pour I’ADN nucléosomal, devenant des lors accessible aux polyamines
(Sauvé et al., 1999), polycations organiques associés aux chromosomes mitotiques et pouvant
induire une condensation de la chromatine in vitro (Hougaard et al., 1987; Smirnov et al.,
1988). Ce mécanisme est en accord avec I’hypothese «[@lectrostatiqueld des modifications
d’histones.

- selon le second modele, la queue de I’histone H3 phosphorylée aurait une fonction de
récepteur a un facteur de condensation, ce qui favoriserait I’hypothese du «[dode histoneld.
Cependant, aucune étude n’a encore permis I’identification d’un tel facteur. L’interaction
observée entre la sous-unité CAP-D2 de la condensine et la queue de ’histone H3 ne semble
pas dépendre de 1’état de phosphorylation de la sérine 10 (Schmiesing et al., 2000; Ball, et al.,
2002).

La corrélation spatio-temporelle entre la phosphorylation de 1’histone H3 et la
condensation des chromosomes ayant été observée chez de nombreuses especes, il était
tentant de penser que cette modification mitotique était, a 1’exemple de 7. thermophila,
universellement nécessaire a la compaction de I’ADN. Cependant, la mutation de la sérine 10
en alanine chez S. cerevisiae n’affecte pas de maniere détectable la condensation[lla mitose et
la méiose se déroulent de maniere normale, et la souche mutante pousse a une vitesse
similaire a une souche de type sauvage (Hsu et al., 2000). Ainsi, il semblerait que chez la

levure la phosphorylation de 1’histone H3 ne soit pas nécessaire a la condensation.

- Role dans la cohésion interchromatides chez les plantes

Chez les plantes, les caractéristiques spatio-temporelles de phosphorylation de 1’histone

H3 sont tres différentes de celles s’appliquant a la condensation des chromosomes (Kaszas et
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Cande, 2000). Lors de la division mitotique, la phosphorylation de I’histone H3 ne débute
qu’en fin de prophase, a un stade ou les chromosomes sont déja entierement condensés, et ne
concerne que l’hétérochromatine péricentrique (fig.12a). En méiose, la situation est
compliquée par I’existence de deux vagues successives de phosphorylation, de profils fort
différents: lors de la premiere division méiotique, la phosphorylation débute également en
prophase a partir du centromere, mais s’étend a la totalité du chromosome en métaphase. Il y
a alors déphosphorylation sélective des molécules d’histone H3 situées sur les bras du
chromosome pour ne laisser lors de la métaphase II qu’une fraction d’H3 modifiée sur
I’hétérochromatine péricentrique. Cette population sera également déphosphorylée a 1’issue
de la deuxieme division (fig. 12b).

Ainsi, dans ces trois situations, la division mitotique et les deux méiotiques, la localisation
dynamique de la phosphorylation de 1’histone H3 semble plutot évoquer celle des sites de
cohésion interchromatides. Il semblerait donc que chez les plantes, la phosphorylation de

I’histone H3 ne soit pas liée a la condensation, mais plutot a la cohésion.

(a) mitose
G2 métaphase fin
division
(b) méiose
G2 fin métaphase fin métaphase fin
prophase division 1 division 2
lere division 2e division
légende B histone H3 B histone H3
non-phosphorylée phosphorylée

Fig.[M2: Corrélation entre la phosphorylation de 1I’histone H3 et la cohésion interchromatides chez les

plantes.

32




Introductiondla condensation mitotique de I’ADN

Cependant, contrairement aux animaux, chez lesquels la phosphorylation accompagne la
condensation de maniere stricte, chez les plantes, elle n’est pas enticrement liée a la cohésion.
En effet, aussi bien lors de la mitose que de la premiere division méiotique, la
phosphorylation de la sérine 10 n’a lieu que bien apres I’établissement de la cohésion. Il
semble donc peu probable, a la différence de 1’hypothese avancée pour la condensation chez

les animaux, que la phosphorylation soit responsable de la cohésion chez les plantes.

- Hypothese du «Okady production labeld

Quel que soit le moment de I’initiation de la phosphorylation de 1’histone H3, phase G2
chez la plupart des organismes et fin de prophase chez les plantes, ainsi que son étendue
spatiale, réduite a 1’hétérochromatine péricentrique chez ces dernieres, ou affectant toutes les
molécules d’histone H3, cette modification semble toujours maximale lors de la métaphase,
lorsque les chromosomes sont positionnés sur un plan équatorial, préts a étre ségrégés.

C’est sur la base de cette derniere constatation que repose I’hypothese du «[kady
production labelld, expression difficilement traduisible en frangais, selon laquelle la
phosphorylation de I’histone H3 constituerait une «@tiquetteld («dhbeld), un signal informant
la cellule que les chromosomes sont correctement condensés et qu’elle peut procéder a I’étape
irréversible de séparation des chromatides (Hans et Dimitrov, 2001). I est intéressant de noter
que le modele du «[ikady production labell suggere une relation inverse de celle proposée
par ’hypothese de la condensation: ici, la phosphorylation devient la conséquence de la

condensation des chromosomes.

¢) La phosphorylation d’autres résidus d’histones

D’autres évenements de phosphorylation des queues d’histones ont également été
observés lors de la mitose. De découverte plus récente que la phosphorylation de la sérine 10,
la fonction exacte de ces modifications n’est pas encore établie. Elles affectent les résidus
suivantsC]

- la sérine 28 de I’histone H3, précédée de résidus identiques a ceux situés en amont de la
sérine 10 (ARKS). De plus, les caractéristiques spatio-temporelles de cet évenement de
phosphorylation sont similaires a celles observées pour la sérine 10 (Goto et al., 1999) (fig.

11). Ces similitudes laissent supposer 1’implication d’une kinase commune aux deux résidus.
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- la sérine 7 de CENP-A. CENP-A est un variant centromérique de 1’histone H3,
présentant une structure similaire a celle-ci (Sullivan et al., 1994). Elle est essentielle a
I’organisation de la chromatine centromérique (Howman et al., 2000), ou elle semble se
substituer a I’histone H3 dans la composition des nucléosomes (Yoda et al., 2000). Bien que
I’extrémité N-terminale de CENP-A ne présente que peu d’homologies avec la queue de
I’histone H3, il est intéressant de noter que la sérine 7 partage également avec la sérine 10 de
I’histone H3 1’environnement peptidique ARKS. Cette modification, forcément restreinte au
centromere, présente une cinétique différente de la phosphorylation de la sérine 10Celle ne
débute qu’en prophase, atteint également un pic en métaphase avant de diminuer rapidement,
devenant indétectable lors de I’anaphase (Zeitlin et al., 2001a).

- la thréonine 11 de I’histone H3, phosphorylée par la kinase DIk, et qui ne semble
concerner que les histones situées dans I’hétérochromatine péricentrique; elle présente une
dynamique similaire a celle de la phosphorylation de la sérine 7 de CENP-A (Preuss et al.,

2003).

Ces trois modifications, ainsi que la phosphorylation de la sérine 10 de I’histone H3,
présentent entre elles des différences spatio-temporelles. La découverte d’autres types de
modifications, affectant 1’histone H3 ou d’autres histones, sur lesquelles nous ne possédons
que tres peu d’informations, completera certainement notre connaissance de la combinaison
mitotique du code histone, tout autant qu’elle soulevera d’interrogations quant a la nature des

mécanismes déclenchés par I’ensemble, ou par une partie, de cette combinaison.
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II1. LA FAMILLE DES KINASES MITOTIQUES AURORA

Intervenant tout aussi bien dans la dynamique des principaux protagonistes de la
ségrégation, tels que chromosomes, centrosomes et fuseau mitotique, que dans 1’activation
des points de contrdle nécessaires a sa surveillance, plusieurs kinases sont essentielles au
déroulement de la mitose (Nigg, 2001). Parmi celles-ci, on dénombre les CDKs («cyclin-
dependent kinases»), principales régulatrices de ’entrée en mitose, mais également plusieurs
familles de découverte plus récente, comme les kinases Plk («Polo-like kinases»), les Nek
(«NIMA -related kinases») et les kinases Aurora.

Les kinases Aurora sont des acteurs cruciaux de la ségrégation des chromosomes.
Nous allons passer en revue leurs fonctions mitotiques, ainsi que certaines caractéristiques de

leur régulation.

A. Caractéristiques générales des kinases Aurora

1) Les kinases Aurora au cours de I’évolution

Tandis que chez la levure, il n’a été identifié qu’un seul membre de cette famille de
kinases, Ipll chez S. cerevisiae et Arkl chez S. pombe, on en dénombre deux chez X. laevis,
C. elegans et D. melanogaster, et trois chez les Mammiferes. En raison du grand nombre
d’appellations attribuées a chacune de ces kinases (cf. annexe I), une nomenclature unifiée a
récemment été proposée (Nigg, 2001), les classant, selon leurs degrés d’homologies de
séquence et de fonction, sous les noms d’Aurora-A, -B et -C, du nom du premier gene cloné
chez D. melanogaster (Glover et al., 1995).

Le fait que le nombre de genes aurora augmente avec le degré d’évolution de 1’espece
a été fréquemment interprété par 1’existence de fonctions distinctes pour Aur-A, -B et —C,
mais regroupées sous la seule protéine Ipll chez la levure. Cependant, et ainsi que 1’atteste la
fréquence croissante du terme «Opll/Aur-BE dans les publications, il existe une tres forte
homologie de fonction entre Aur-B et Ipll, non démontrée pour les autres Aurora. Les
fonctions Aur-A et Aur-C pourraient n’etre apparues que plus tardivement dans 1’évolution,
ou peut-etre sont-elles assurées par d’autres kinases chez la levure.

De méme, pour les especes ne comptant que deux membres de cette famille, chez

lesquelles c’est un éventuel homologue du gene Aur-C qui fait défaut, rien ne permet encore
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de conclure a I’existence d’une fonction Aur-C, fonction qui pourrait €tre assurée par une

autre kinase Aurora, ou par une kinase d’une autre famille.

2) Structure primaire des kinases Aurora

Les genes aurora codent pour des kinases qui phosphorylent les résidus sérines et
thréonines. Aucun site consensus de phosphorylation n’a encore été défini pour ces kinases,
cependant il semble qu’Aur-B soit sensible a la présence de résidus arginine autour du résidu
ciblé (Sugiyama et al., 2002). Leur séquence primaire (cf. annexe II) peut se subdiviser en

deux domaines principaux (fig. 13).

domaine . .
de localisation domaine catalytique
< >« >
Aur-A 127 aa
boucle d’activation boite de dégradation
Aur-B 71 aa xRxTxCGTx RxxL

(signature aurora)
Aur-C 37 aa

Fig. 13: Structure primaire des kinases Aurora. La longueur du domaine N-terminal des différentes kinases

Aurora humaines est indiquée.

Le domaine N-terminalldes kinases Aurora, riche en résidus basiques, est de longueur
et de séquence tres variables selon le membre de la famille. D’apres des expériences
d’expression d’une protéine de fusion GFP dans une lignée de cellules de X. laevis, il
semblerait que ce domaine soit déterminant pour la localisation centrosomale de la protéine
Aurora-A (Giet et Prigent, 2001). Bien que cette technique n’ait a notre connaissance pas été
appliquée a la protéine Aur-B, des approches plus indirectes ont cependant permis d’aboutir a
des conclusions similairesClAur-B interagit tout au long de la mitose, grace a son domaine N-
terminal (Bolton et al., 2002), avec la protéine INCENP, qui lui confere sa localisation

(Adams et al., 2000).
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Le domaine C-terminal, catalytique, est d’une longueur d’environ 250 acides aminés.[]
Il est organisé en douze sous-domaines, caractéristique fréquente des sérine/thréonine-kinases
(Hanks et al., 1988). De maniere commune aux trois Aurora, se situe dans ce domaine un
motif d’activation, caractéristique des kinases Aurora, ainsi qu'un motif de dégradation, dont

la fonctionnalité a été prouvée chez Aur-A (Arlot-Bonnemains et al., 2001).

3) Profil d’expression des kinases Aurora

Aur-A et Aur-B sont toutes deux exprimées principalement dans des tissus a haut taux
de prolifération cellulaire, comme le thymus, la rate, 1’intestin et le testicule, illustrant ainsi la
fonction mitotique de ces kinases (Kimura et al., 1997aClKimura et al., 1998). Cependant,
tandis que I’expression d’Aur-B semble homogene entre ces tissus, Aur-A est beaucoup plus
abondante dans le testicule, a haute activité méiotique, que dans les autres tissus. Il en est de
méme pour Aur-C, qui n’a été détectée que dans le testicule (Kimura et al., 1999). Les kinases
Aurora présentent ainsi des profils d’expression tissulaire distincts, reflétant tres
probablement des degrés d’implication différents, mais non élucidés, dans les divisions
mitotique et méiotique.

De nombreux travaux ont mis en évidence une forte régulation de 1’expression des
Aurora au cours du cycle. Pour chacun des trois genes, 1’abondance, aussi bien au niveau
ARNm qu’au niveau protéique, est faible en phase G1, augmente fortement lors de la phase
G2 pour atteindre un pic en mitose, au terme de laquelle elle décroit rapidement (Kimura e?
al., 1997a; Kimura et al., 1998; Kimura et al., 1999). Aucune étude n’a encore permis
d’établir les mécanismes moléculaires sous-jacents a I’augmentation du niveau d’expression
des kinases Aurora. En revanche, de maniere analogue a d’autres régulateurs mitotiques
(Glotzer et al., 1991), la soudaine baisse du niveau d’Aur-A en fin de mitose semble régulée
par ubiquitination dépendant de I’APC («anaphase-promoting complex»), puis dégradation

par le protéasome (Honda et al., 2000).

4) Régulation de ’activité des kinases Aurora

De maniere parallele a I’activité des genes Aurora, I’activité catalytique des trois
kinases, dépendant de leur état de phosphorylation, atteint un maximum lors de la mitose,

confirmant ainsi leur statut de kinases mitotiques (Kimura et al., 1997a).
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La phosphorylation mitotique du résidu thréonine 288 de la kinase Aur-A humaine,
situé au sein de la boucle d’activation, constituerait I’un des éléments majeurs de sa
stimulation (Walter et al., 2000). La forme phosphorylée d’ Aur-A est plus active que la forme
native de la protéine. Des travaux plus récents semblent démontrer qu’il s’agit d’un
évenement d’autophosphorylation, favorisé par la présence de la protéine TPX2 (Eyers et al.,
2003). Bien qu’il n’existe aucune certitude concernant le statut de phosphorylation des autres
kinases Aurora, il est cependant intéressant de noter que le résidu thréonine 288 de la kinase
Aur-A est extréemement conservé d’un point de vue évolutif, et qu’il est présent au sein des
autres Aurora. Il est donc fort probable que ce résidu-clé soit €galement impliqué dans la
régulation de celles-ci.

Plusieurs éléments permettent d’affirmer que I’activité des kinases Aurora est
étroitement régulée par les protéine-phosphatases de type I:

- d’apres des expériences de génétique menées chez la levure, il semblerait que la
protéine-phosphatase de type I (PP1) joue un rdle antagoniste a la fonction d’Ipll. En effet, la
mutation du gene glc-7, codant pour une sous-unité catalytique de la PP1, peut partiellement
supprimer le phénotype mutant ip//, tandis que sa surexpression en accentue les traits
(Francisco et al., 1994).

- Des tests de déphosphorylation menés in vitro avec la PP1 et la PP2A sur une kinase
Aur-B immunoprécipitée réduisent 1’activité de cette kinase (Sugiyama et al., 2002). Quant a
Aur-A, seul un traitement a la PP1, et non a la PP2A, entraine un tel effet, qui s’accompagne
d’une déphosphorylation de la thréonine 288 (Walter et al., 2000).

- Les spécificités de régulation par les protéine-phosphatases sont en accord avec des
données d’interaction in vivo. D’apres des études de coimmunoprécipitation, tandis qu’Aur-B
interagit avec la PP1 et la PP2A, Aur-A n’interagit qu’avec la PP1 (Sugiyama et al., 2002;
Katayama et al., 2001).

Chez les Mammiferes, chacune des trois kinases assure des fonctions mitotiques
différentes, illustrées par des localisations distinctes, mais toutes en relation directe avec le
processus de ségrégation des chromosomes.

En raison du peu d’informations disponibles a ce sujet, nous n’aborderons pas le cas
d’Aur-C, dont ’expression est tres marquée dans le testicule. En effet, outre des résultats
démontrant une localisation centrosomale de cette kinase en anaphase (Kimura et al., 1999),
suggérant une fonction relative a la nucléation des microtubules, seul un nombre tres réduit

d’études lui ont été consacrées.
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B. Aurora-A

Le gene aurora-A fut identifié chez ’'Homme en 1997 a la suite d’une recherche
d’homologie avec le gene aur-A de D. melanogaster (Kimura et al., 1997a). La plupart des
études menées chez divers organismes ont montré que la perturbation de la fonction Aur-A
entraine des anomalies centrosomales, notamment lors de la séparation des centrosomes
dupliqués, menant de maniere ultime a des phénomenes de polyploidie (fig. 14). Ce
phénotype est confirmé par des études d’immunofluorescence démontrant une localisation

constitutive d’ Aur-A aux centrosomes (fig. 15).
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Fig. 14: Implication d’Aur-A dans la séparation des centrosomes. Lorsque la fonction Aur-A est affectée, les

centrosomes ne se séparent pas. Le fuseau, monopolaire et circulaire, ne peut assurer la ségrégation des

chromosomes, et il en résulte une cellule polyploide et mononucléée (d’apres Giet et Prigent, 1999).

1) Fonction d’Aur-A dans le cycle du centrosome

Le centrosome, structure assurant la nucléation des microtubules, acteur primordial de
la ségrégation des chromosomes, traverse tout au long du cycle cellulaire une série de
processus qui visent a le préparer en vue de sa tache mitotique, et qui ne sont pas sans
rappeler le cycle de I’ADN (fig. 15) (Meraldi et Nigg, 2002).

Il y a d’abord la phase de duplication des centrioles, qui s’é€tend de la transition G1/S
jusqu’a la fin de la phase S. Lors de la phase G2, les deux centrosomes se séparent, pour se
positionner, lors de ’entrée en mitose, de part et d’autre du noyau. Plusieurs études montrent

qu’Aur-A est impliquée dans chacune de ces deux étapes.
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pole du fuseau
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Fig. 15: Le cycle du centrosome. Aur-A est une kinase centrosomale. Lors de la métaphase, elle «[Envahitld les

poles du fuseau mitotique (d’apres Dutertre et al., 2002).

La surexpression ectopique d’un mutant inactif de la kinase Aur-A dans une lignée de
cellules humaines entraine une amplification des centrosomes (plus de deux centrosomes par
cellule) (Meraldi et al., 2002). La ségrégation, ainsi que la cytokinese, ne peuvent avoir lieu,
et la cellule devient des lors polyploide. L une des hypotheses stipule que la kinase Aur-A,
qui n’est présente aux centrosomes que lors de la fin de la duplication (fig. 15), inhiberait
d’autres évenements de duplication. La kinase Aur-A établirait ainsi un couplage entre le
cycle du centrosome et le cycle cellulaire.

Aur-A est également impliquée dans I’étape de séparation des centrosomes. La
mutation d’Aur-A chez D. melanogaster entraine chez les embryons la formation d’un fuseau
monopolaire, émanant d’une paire de centrosomes non séparés (Glover et al., 1995). La
ségrégation ne pouvant avoir lieu, la cellule devient polyploide (fig. 14). L’identification du
moteur moléculaire Eg5 de X. laevis, essentiel a la séparation des centrosomes, de localisation
centrosomale, comme substrat d’Aur-A permet d’appréhender la cause de cette altération
(Giet et al., 1999). Bien qu’il n’existe pas de preuve formelle que cet évenement de
phosphorylation soit nécessaire, ou méme lié, a la séparation des centrosomes, des
expériences d’inhibition d’Eg5 ont montré que 1’activité de cette protéine est nécessaire a ce

processus (Blangy et al., 1995).
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Il semble donc qu’Aur-A soit I’un des principaux régulateurs du cycle centrosomal.
Cependant, la perturbation de la fonction Aur-A a montré que cette kinase était également

impliquée dans la régulation d’autres acteurs de la ségrégation des chromosomes.

2) Régulation par Aur-A de la dynamique du fuseau mitotique

L’une des autres fonctions de la kinase Aur-A, permettant d’expliquer les défauts de
ségrégation chez les mutants, est la régulation du fuseau mitotique. Il semblerait qu’Aur-A

soit impliquée dans la nucléation des microtubules, mais également dans leur stabilisation.

En prophase, une fois les centrosomes positionnés de part et d’autre du noyau, ils
subissent 1’étape de maturation, nécessaire a la formation d’un fuseau mitotique fonctionnel.
Elle consiste en un recrutement de facteurs protéiques nécessaires a la nucléation des
microtubules, I’un des mieux caractérisés étant la y-tubuline. Il semble que la kinase Aur-A
soit également impliquée dans cette étape. En effet, I’invalidation d’Aur-A chez C. elegans
par la technique d’[MBNA-interferenceld entraine une baisse du recrutement de la y-tubuline
au centrosome, se traduisant par la présence de quelques rares microtubules raccourcis
(Hannak et al., 2001).

Les altérations du fuseau mitotique constatées chez des mutants aur-A sont donc en
partie liées a la fonction centrosomale de cette kinase. Cependant, Aur-A jouerait également
un role plus direct dans la stabilisation du fuseau. Ainsi, I’addition dans un extrait d’ceufs de
X. laevis d’un mutant inactif de la kinase Aur-A entraine la dépolymérisation des
microtubules (Giet et Prigent, 2000). De maniere analogue a la séparation des centrosomes,
cette fonction dépend tres probablement de la phosphorylation du moteur moléculaire Eg5,
qui par ses activités de pontage inter-microtubules (Sharp et al., 1999), est également

impliqué dans la stabilité du fuseau (Sawin et al., 1992).

C. Aurora-B
L’altération de la fonction Aur-B, entraine comme celle d’Aur-A, la polyploidisation

des cellules. Cependant, Aur-B jouant un rOle crucial dans la cytokinese, processus de fin de

mitose permettant 1’individualisation des deux cellules-filles apres la ségrégation de I’ADN,
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le type de polyploidie est différent de celui observé chez Aur-A: dans le cas d’Aur-B, les

cellules sont polynucléées (fig. 16).

défauts de cytokinese .~ . -
A R oy

5,

f_'.'__\ ...G-i-\._._ 'i"f .
\ - ;
AN/ - 3 o
r @) (@)
; — \ y
G2 prophase  métaphase anaphase télophase G1

duplication ~ séparation

Fig. 16: Implication d’Aur-B dans la cytokinese. Lorsque la fonction Aur-B est perturbée, il s’ensuit, outre des

altérations de I’orientation des chromosomes en métaphase (non représentées ici), des défauts de cytokinese,

résultant en une cellule polyploide et polynucléée (d’apres Giet et Prigent, 1999).

A la différence d’Aur-A, Aur-B présente une localisation tres dynamique tout au long
de la mitose, et semble ainsi impliquée dans un grand nombre de processus mitotiques. Le
profil de localisation d’Aur-B, que nous allons étudier, est caractéristique de la classe des
«[@rotéines passageres du chromosomeld («[dhromosomal passenger proteinsi) (fig. 17), sur
lesquelles nous reviendrons ultérieurement. Nous allons procéder, a travers Aur-B, a I’étude

de la localisation de ces protéines, illustrant a chaque fois la fonction jouée par cette kinase.

B Wrrrre rrery) FOPRIPRRTN P |||.|. ....................... I ..... -
prophase métaphase anaphase télophase
chromosomes centromeres fuseau central = anneau contractile
légende ADN rotéines passageres du = e lan équatorial
legende p p g P q
chromosome

Fig. 17: Localisation mitotique des protéines passageres du chromosome.
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Nous parlerons peu ici de la localisation chromatinienne d’Aur-B en phase G2 et en

prophase, plus largement détaillée dans les parties «Esultatsi et «[discussionld.

1) Role d’Aur-B dans ’orientation des Kinétochores

Dans une cellule de type sauvage, la transition métaphase-anaphase ne peut étre
franchie que lorsqu’une tension suffisante s’exerce sur le chromosome. Cette tension est la
conséquence de la «Mi-orientation du chromosome, c’est-a-dire de 1’action de deux forces
exercées par le fuseau mitotique, d’intensités égales mais opposées, dirigées chacune vers un
pole de la cellule. L’absence de tension, observée quand le chromosome est rattaché a un seul
pole (situation de «[hono-orientationBd), active le point de contrdle du fuseau («[Spindle
checkpointBd) (Millband ef al., 2002), qui a son tour inhibe la séparation des chromatides. Une
fois les chromosomes correctement orientés, le point de contrdle du fuseau est désactivé et il y
a séparation des chromatides. Ce mécanisme vise ainsi a prévenir tout risque de ségrégation

aberrante des chromosomes.

Lors de la métaphase, Aur-B, ainsi que son homologue de levure Ipll, sont localisés
aux centromeres, ou elles jouent un role de premier plan dans la régulation du point de
contrdle du fuseau. Bien qu’un tel mécanisme n’ait pas encore ét€ mis en évidence chez les
Mammiferes, il semble qu’Ipl1 soit impliquée dans la correction d’appariements inappropriés.
Il a en effet été montré que des kinétochores assemblés in vitro dans des extraits de mutants
ipll présentent une plus grande affinité pour les microtubules que ceux qui sont assemblés
dans des extraits de cellules de type sauvage (Biggins et al., 1999). De plus, tandis que chez
une souche de type sauvage, les kinétochores mono-orientés se détachent d’un pole, se
rattachant a fréquences égales a celui-ci ou au pOle opposé, chez les mutants ipll, les
kinétochores restent attachés de facon stable a leur pole (Tanaka et al., 2002). Ipl1 favoriserait
donc un «hirn-overd d’interaction kinétochores/microtubules, qui ne s’interromprait que

lorsque le chromosome est bi-orienté (fig. 18).
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a b C d e f
Légende . Ipll/Aur-B kinétochore s microtubule

Fig. 18: Modele d’action des Kkinases Ipll et Aur-B dans la régulation des interactions

kinétochores/microtubules. En cas de mono-orientation du chromosome (a), Ipl1/Aur-B phosphoryle des

composants du kinétochore (b), favorisant ainsi un «durn-overld des microtubules (c, d). Une fois la bi-
orientation obtenue, la tension exercée sur le chromosome favoriserait au centromere un changement de
conformation, mettant le kinétochore hors de portée d’Ipll (e). Une fois tous les chromosomes sous tension, le
point de contrdle du fuseau est inactivé. Il y a alors séparation, puis ségrégation des chromatides (f) (d’apres

Stern, 2002).

De plus, dans une souche mutante ip//, ainsi que dans des cellules de X. laevis
injectées avec un anticorps dirigé contre Aur-B, abolissant ainsi sa fonction, la mitose
progresse jusqu’a son terme, suggérant ainsi une fonction dans I’établissement du point de
controle du fuseau (Biggins et Murray, 20011 Kallio ef al., 2002). Cette hypothese semble
confirmée par le fait qu’en absence d’activité Aur-B, certains composants de ce mécanisme de
surveillance ne sont pas recrutés par les kinétochores (Ditchfield et al., 2003).

Aucun substrat kinétochorien de la protéine Aur-B de Mammifere n’a encore été
identifié. Quant a Ipll, bien qu’il soit désormais avéré qu’elle phosphoryle les protéines
kinétochoriennes Ndc10 et Dam1 (Biggins et al., 1999C1 Kang et al., 2001), 1’effet de ces
évenements sur l’interaction entre les kinétochores et les microtubules reste encore

indéterminé. Il a cependant été proposé que ces modifications affaiblissent les interactions du

kinétochore avec le fuseau (Shang et al., 2003).
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2) Role d’Aur-B dans la cytokinese

Une fois les chromatides ayant débuté leur migration vers les poles, Aur-B se dirige
vers le fuseau central, localisation qu’elle conservera jusqu’en fin de mitose (fig. 17).

Aur-B est impliquée dans la régulation de la dynamique du fuseau central, essentiel au
processus de cytokinese (Severson et Bowerman, 2002). En effet, plusieurs travaux ont
montré que I’inhibition d’Aur-B entraine une altération de ce processus : les deux cellules-
filles ne sont pas séparées, expliquant ainsi le phénomene de polyploidie (fig. 16)
(Schumacher et al., 1998b).

Il semblerait que chez C. elegans, Aur-B soit nécessaire au recrutement de la protéine
Zen-4, homologue de la protéine MKLP-1 («Ohammalian kinesin-like protein-10G1) de
mammifere, avec laquelle elle interagit (Severson et al., 2000). L’inactivation du gene zen-4
entraine, comme Aur-B, une absence de cytokinese, qui se manifeste par 1’apparition de
cellules polyploides et polynucléées (Raich et al., 1998). Cependant, aucun résultat ne permet
encore d’affirmer que Zen-4 constitue réellement un substrat d’Aur-B.

Il semble qu’Aur-B agisse également sur 1’activité d’autres moteurs moléculaires,
comme la myosine II. Aur-B phosphoryle le résidu sérine 19 de sa sous-unit¢é MRLC
(«hyosin II regulatory light chainBl) (Murata-hori et al., 2000). Or, il a été montré que la
transfection d’un gene codant pour MRLC et portant une mutation de ce résidu en alanine,
non-phosphorylable, entraine également des défauts de cytokinese (Iwasaki et al., 2001).

Ainsi, Aur-B, par la régulation de moteurs moléculaires, est nécessaire a 1’organisation

du fuseau central, élément crucial du processus de cytokinese.

3) Les protéines passageres

Le terme de «[@rotéine passagere du chromosomeld s’applique aux protéines
présentant un profil de localisation identique a celui d’Aur-B (fig. 17) (Adams et al., 2001).
L’appellation de «[Fassager du chromosomeld décrit de maniere imagée la relocalisation que
ces protéines effectuent lors de la transition métaphase-anaphase, durant laquelle, tout en
demeurant sur un plan équatorial, elles «[descendentl du chromosome, comme les passagers
d’un bus, tandis que les chromatides sont ségrégées vers les poles.

Outre Aur-B, quatre d’entre elles ont jusqu’a présent été identifiéesClla survivine
(Ambrosini et al., 1997), INCENP (Cooke et al., 1987), TD-60, relativement peu étudiée

(Martineau-Thuillier et al., 1998), et CSC-1, dont on ne sait si elle est présente chez d’autres
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organismes que C. elegans (Romano et al., 2003). INCENP, la survivine et CSC-1 sont,
comme Aur-B, essentielles a la ségrégation des chromosomes ainsi qu’a la cytokinese (Uren
et al., 2000; Romano et al., 2003). A I’exception de TD-60, dont on ne connait quasiment rien
des relations avec les autres, Aur-B s’associe aux protéines passageres tout au long de la
mitose en un complexe multiprotéique fréquemment désigné sous 1’appellation de «[domplexe
Aurora-BO.

Chez les Mammiferes, il a ét¢é montré que la localisation de chacune des sous-unités
du complexe Aur-B/survivine/INCENP dépend des deux autres, mais également de 1’activité
d’Aur-B (Honda et al., 2003). Ainsi, I’intégrité du complexe est nécessaire a sa localisation.
De plus, chacune de ces trois protéines interagit physiquement avec les autres (Wheatley et
al., 2001a). Cependant, il semble que ce soit la protéine INCENP qui soit réellement chargée
de I’ancrage du complexe: en effet, deux motifs situés dans la partie N-terminale d’ INCENP
sont respectivement nécessaires a sa localisation centromérique et a sa relocalisation vers le
fuseau central (Ainsztein ef al., 1998). Tandis qu’aucune protéine fixant le premier de ces
motifs n’a encore été identifiée, il semblerait que le second interagisse avec la tubuline-f3,

composant majeur des microtubules (Wheatley et al., 2001b) (fig. 19).

inte{action

v v

HP-1 tubuline-f
=> centromere (métaphase) = fuseau central (fin de mitose)

légende ——Jp» phosphorylation —Jp activation

Fig. 19: Régulation de I’activité d’Aur-B au sein du complexe Aur-B/survivine/INCENP.
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Non seulement cruciale a la localisation d’ Aur-B, INCENP semble avoir un effet stimulateur
sur I’activité kinase d’Aur-B. De plus, elle nécessiterait d’€tre phosphorylée par Aur-B, dont
elle est un substrat physiologique, pour pouvoir ensuite 1’activer (Bishop et Schumacher,
2002). Quant a la survivine, bien qu’elle ne semble pas phosphorylée par Aur-B, elle aurait

également un effet stimulateur sur 1’activité de cette kinase (Chen et al., 2003).

Il reste encore beaucoup a apprendre sur la régulation de 1’activité d’ Aur-B, ainsi que
sur la nature exacte des mécanismes moléculaires sous-jacents a son profil de localisation.
Cependant, ces derniers résultats, relatifs aux relations existant entre Aur-B et les autres
protéines passageres du chromosome, suggerent qu’une grande partie de la fonction de cette
kinase est sous le contrdle direct de ses partenaires d’interaction.

Il semble ainsi que les kinases Aurora régulent de nombreux protagonistes de la
ségrégation des chromosomes : tandis qu’Aur-A est impliquée dans les processus mitotiques
du centrosome, Aur-B est successivement impliquée dans I’orientation des chromosomes en

métaphase et dans la cytokinese en fin de mitose.

Peu avant le début de ma these en septembre 1999, le laboratoire du DifRaolo Sassone-
Corsi identifiait, dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe du Dr. Allis, la kinase RSK?2
comme phosphorylant la sérine 10 de I’histone H3 en réponse a une stimulation a I’EGF. Ces
résultats avaient en partie €té obtenus grace a ’utilisation de cellules de patients atteints du
syndrome de Coffin-Lowry, porteurs d’une mutation du gene RSK?2. En effet, comme il a été
détaillé dans I’introduction, ces cellules ne présentent pas de phosphorylation de 1’histone
H3, ni d’activation du gene c-fos. En revanche, il semblait inéluctable que RSK2 n’était pas
impliquée dans la phosphorylation mitotique de 1’histone H3, non perturbée chez ces patients.

Le laboratoire présentant un intérét poussé pour les modifications de la chromatine, je
tentai d’identifier la kinase mitotique de 1’histone H3. La prochaine partie de ce manuscrit

sera consacrée a 1’exposé des résultats obtenus durant ma these.
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Matériels et méthodes

Les techniques utilisées au cours de ma these sont détaillées dans la partie «[thatériels
et méthodest de I’article exposé dans la partie «OEsultatsld de ce manuscrit.

D’autres techniques, spécifiques a I’étude de la phosphorylation des histones, et
couramment utilisées au cours de ma these, ont fait 1’objet d’une publication récente (Loury et

Sassone-Corsi, 2003), dont le contenu est livré dans les pages suivantes.
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Romain Loury, and Paolo Sassone-Corsi
HISTONE PHOSPHORYLATION : HOW TO PROCEED.

M ethods 31 (2003), 40-48

Pages 40-48 :

La publication présentée ici dans la thése est soumise a des droits détenus par un éditeur
commercial.

Pour les utilisateurs ULP, il est possible de consulter cette publication sur le site de
I'éditeur :

http://dx.doi.org/10.1016/S1046-2023(03)00086-0

Il est également possible de consulter la thése sous sa forme papier ou d'en faire une
demande via le service de prét entre bibliotheques (PEB), aupres du Service Commun
de Documentation de I'ULP: peb.sciences@scd-ulp.u-strasbg.fr.



http://dx.doi.org/10.1016/S1046-2023(03)00086-0

Résultats

Les résultats relatifs a 1’identification d’ Aur-B comme kinase mitotique de 1’histone
H3 ont fait I’objet d’une publication, dont le contenu est exposé dans les pages suivantes

(Crosio et al., 2002).
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Discussion

A. Analyse et discussion des résultats

Les résultats ci-dessus présentés nous permettent d’affirmer que, chez les
Mammiferes, la kinase Aur-B est directement responsable de la phosphorylation mitotique de
I’histone H3. Plusieurs éléments nous confortent dans cette conclusion.

Grace a des expériences d’immunofluorescence, nous avons mis en évidence une
corrélation spatio-temporelle parfaite entre la localisation d’Aur-B et la phosphorylation de la
sérine 10 de I’histone H3. Tout d’abord, lors de I’initiation de la condensation en fin de phase
G2, Aur-B est présente uniquement dans 1’hétérochromatine péricentrique, ainsi que la
phosphorylation de I’histone H3. Durant la prophase, la phosphorylation s’étend aux bras du
chromosome, comme que la distribution d’Aur-B. Ce n’est que lorsque la condensation de la
chromatine et la phosphorylation de I’histone H3 ont atteint leur niveau maximal, en
métaphase, qu’Aur-B se concentre aux centromeres, ou elle régule I’orientation des
kinétochores, processus également crucial a la ségrégation des chromsomes.

Quant aux expériences de «[ST-pulldownDd, elles révelent une interaction entre la
kinase Aur-B et I’histone H3. Il avait été précédemment décrit que 1’activité kinase de
I’histone H3 en mitose, dont 1’identité était alors inconnue, pouvait interagir avec la queue de
I’histone H3, tandis que la mutation de la sérine 10 en alanine abolissait cette interaction (de
la Barre et al., 2000). Nos résultats ne semblent pas s’accorder avec ces affirmationsCld’apres
nos travaux, l’interaction d’Aur-B n’est pas affectée par cette mutation. D’autre part, il
semblerait qu’Aur-B soit sensible a la présence de résidus basiques dans le voisinage du
résidu ciblé (Sugiyama et al., 2002), ce qui serait en totale adéquation avec le modele
couramment admis, favorisant le role de 1’environnement peptidique dans la spécificité de
reconnaissance d’un substrat par son enzyme.

Bien qu’a un niveau plus faible, ces tests d’interaction semblent également suggérer
une affinité d’ Aur-B pour I’histone H4. Cette interaction ne semble toutefois pas témoigner de
I’existence d’une relation enzyme-substrat, car d’apres nos tests kinase in vitro, I’histone H4
n’est pas phosphorylée par Aur-B. Les interactions avec des composants de la chromatine ne
devant etre appréhendés que dans un contexte nucléosomal, il est probable que la kinase Aur-
B nécessite la présence d’autres déterminants peptidiques, présents au sein d’autres queues
d’histones, pour reconnaitre et phosphoryler 1’histone H3.

Des études récentes portant sur la régulation des kinases Aurora projettent un jour
nouveau sur nos résultats de phosphorylation in vitro. Nos travaux montrent qu’Aur-A

phosphoryle également la sérine 10 de I’histone H3, et de maniere surprenante au premier
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abord, avec une efficacité supérieure a Aur-B. Cependant, Aur-A n’étant jamais, d’apres nos
résultats d’immunofluorescence, de localisation chromatinienne, il est difficile d’imaginer
qu’elle puisse jouer un role direct dans la phosphorylation mitotique de 1’histone H3. De plus,
tandis qu’il n’existe que peu de données relatives a la régulation de ’activité d’Aur-B par
phosphorylation, il semble avéré que la kinase Aur-A s’autophosphoryle in vivo sur la
thréonine 288, stimulant ainsi son activité enzymatique (Eyers et al., 2003). Quant a Aur-B, si
elle contient 1’équivalent de ce résidu au sein d’une boucle d’activation conservée, aucune
étude n’a encore apporté d’indices concernant un quelconque événement
d’autophosphorylation. De plus, nos expériences de tests kinase avec des protéines Aurora,
recombinantes ou immunoprécipitées d’un extrait cellulaire, montrent que
I’autophosphorylation, également constatée chez Aur-B, est beaucoup plus marquée chez
Aur-A. Ainsi, les différences de niveau de phosphorylation de 1’histone H3 observées ne

pourraient refléter que des spécificités d’activation entre les kinases Aurora.

Tandis que nos résultats démontrent I’implication d’Aur-B dans la phosphorylation
mitotique de 1’histone H3 chez les mammiferes, d’autres auteurs sont parvenus a des
conclusions similaires chez d’autres especes, confirmant ainsi la conservation des mécanismes
de ségrégation de I’ADN au cours de I’évolution. Parmi ces especes, on dénombre les levures
S. cerevisiae et S. pombe (Hsu et al., 2000C] Petersen et al., 2001), chez lesquelles leurs
kinases respectives Ipll et Arkl, uniques membres de la famille Aurora chez ces organismes,
sont responsables de cette modification.

Chez C. elegans et D. melanogaster, especes ne comportant que les kinases Aur-A et
Aur-B, mais pas Aur-C, c’est également Aur-B qui a été impliquée dans la phosphorylation
mitotique de 1’histone H3. De plus, I’invalidation du géne Aur-B par la technique de
I’IAARN-interferenceld entraine, outre des défauts de cytokinese, 1’abolition de la

phosphorylation mitotique de 1’histone H3 (Hsu et al., 2000C1Giet et Glover, 2001).

B. D’autres kinases mitotiques pour I’ histone H3?

Aur-B semble ainsi responsable de la phosphorylation mitotique de 1’histone H3.
Cependant, d’autres travaux soulevent I’hypothese de I’existence d’autres kinases mitotiques

pour I’histone H3. L’hypothese d’une participation collective de plusieurs kinases a ce
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processus a maintes fois été soulevée. Plusieurs d’entre elles ont ainsi été pressenties pour ce

roled

1) La Kinase Aur-Aldhez X. laevis

Ces résultats, reposant en grande partie sur des résultats de tests kinase menés in vitro,
démontrent la spécificité de phosphorylation de la sérine 10 de 1’histone H3 par la kinase Aur-
A, également vérifiée par nos travaux (Scrittori et al., 2001). Les auteurs décrivent
I’association de la kinase Aur-A de X. laevis avec la chromatine en cours de condensation.
Cette derniere affirmation est en contradiction avec nos résultats, ainsi qu’avec la plupart des
études relatives a la localisation mitotique d’Aur-A (Sugimoto et al., 2002). De plus,
I’immunodéplétion de la kinase Aur-A n’entraine aucune altération détectable de la
phosphorylation de 1’histone H3 ou de I’état de compaction de I’ADN, résultat attribué par les
auteurs a une redondance fonctionnelle d’Aur-A avec d’autres kinases mitotiques de 1’histone
H3. Bien que I’hypothese de la participation de plusieurs kinases a la phosphorylation de
I’histone H3 soit plausible, il est cependant peu vraisemblable qu’Aur-A constitue 1’une

d’entre elles.

2) La kinase PAK-1 chez H. sapiens(]

D’autres auteurs ont suggéré une implication de la kinase PAK-1 («[@21-activated
kinase-10d) dans la phosphorylation mitotique de 1’histone H3 (Li ef al., 2002). Ces travaux
montrent en effet que PAK-1 peut phosphoryler de maniere spécifique la sérine 10 de
I’histone H3, avec laquelle, d’apres des expériences de «[GST-pulldownDd, elle interagirait.
Cependant, aucune des expériences d’immunofluorescence présentées dans cet article ne
démontre véritablement une colocalisation de PAK-1 avec la phosphorylation de I’histone H3.
A D’exception d’une localisation centromérique en métaphase, accompagnée de rares foci
ponctuels sur les bras de quelques chromosomes, ’association de cette kinase avec les
centrosomes semble prévaloir durant toute la mitose. De maniere analogue a Aur-B, PAK-1
est localisée sur I’anneau contractile en fin de mitose. Ces résultats confirment que la kinase
PAK-1 joue tres probablement un role important dans la ségrégation des chromosomes. Le
profil de localisation observé par les auteurs reflete des roles déja décrits précédemment,
notamment dans la régulation du cycle centrosomal (Vadlamudi et al., 2000) et dans la

cytokinese (Chung et Firtel, 1999).
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Quant aux tests kinase, ils pourraient refléter un aspect enzymatique non corrélé a une
réelle fonction physiologiqueldil a été démontré que, comme Aur-B, la kinase PAK-2
phosphoryle la sérine 19 de la sous-unit¢ MRLC de la myosine II (Chew et al., 1998C1Murata-
hori et al., 2000). Il semblerait donc que les kinases PAKs et les kinases Aurora présentent
des spécificités de substrat assez voisines, expliquant ainsi la phosphorylation de I’histone H3
par PAK-1 in vitro. Ainsi, ces résultats, bien qu’ils tendent a confirmer le role crucial des
kinases PAKs dans la mitose, n’apportent pas de preuve irréfutable quant a I’implication de la

kinase PAK-1 dans la phosphorylation mitotique de I’histone H3.

3) La kinase NIMA chez A. nidulansC]

NIMA est le membre fondateur d’une famille de kinases mitotiques, comprenant
plusieurs homologues, les kinases nek, chez les mammiferes (Lu et Hunter, 1995). Il semble
que chez un mutant nimA («Mever in mitosis AR) d’A. nidulans, la phosphorylation de
I’histone H3 soit abolie (De Souza et al., 2000). De plus, NIMA peut phosphoryler de maniere
spécifique la sérine 10 de 1’histone H3 in vitro. Malgré la mise en évidence de la localisation
chromatinienne de NIMA en prophase, les auteurs de cette étude ne parviennent pas a
démontrer une réelle dynamique de leur kinase candidate au cours de la condensation,
contrairement a nos travaux qui soulignent une stricte corrélation entre la phosphorylation de
I’histone H3 et la localisation d’Aur-B, et ceci a trois stades successifs de condensation (G2,
prophase, métaphase).

Ces résultats montrent toutefois que, chez A. nidulans, la phosphorylation mitotique
de I’histone H3 est sous la dépendance de la kinase NIMA. Si I’on en juge d’apres la
conservation au cours de I’évolution du rdle d’ Aur-B dans la phosphorylation de I’histone H3,
il est tentant d’extrapoler, par analogie, sur le role des kinases nek chez les mammiferes. Il
semblerait que certains membres de cette famille, dont nek2, soient associés aux
chromosomes lors de la phase de condensation (Ha Kim et al., 2002), mais aucune donnée
relative a la régulation de la phosphorylation de I’histone H3 par les kinases nek de
mammifere n’est encore disponible.

Ainsi, s’il semble que la kinase NIMA, et peut-étre certains de ses homologues chez
les mammiferes, jouent un role important dans la phosphorylation de I’histone H3, il reste a
déterminer s’il s’agit d’une relation directe d’enzyme a substrat, suggérant la participation de
plusieurs kinases a la phosphorylation mitotique de I’histone H3, ou si NIMA se situe plus en

amont dans une cascade de transduction régulant cette modification.
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C. Role de la kinase Aurora-B dans la condensation

Depuis la publication des travaux relatifs a la régulation de la phosphorylation
mitotique de 1’histone H3 par Aur-B, d’autres études ont démontré le role de la kinase Aur-B
dans d’autres évenements liés a la condensation des chromosomes. Cette enzyme semble non
seulement liée a des modifications de la chromatine, mais également a des processus

impliquant les facteurs de condensation des chromosomes.

1) Aur-B et les modifications mitotiques de la chromatine

De maniere additionnelle a la phosphorylation de la sérine 10 de I’histone H3, d’autres
résidus d’histones semblent €tre modifiés par la kinase Aur-B. C’est ainsi le cas des
phosphorylations de la sérine 28 de 1’histone H3 et de la sérine 7 du variant centromérique de
celle-ci, CENP-A (Goto et al., 2002C]1 Zeitlin et al., 2001b). Il est a noter que ces résidus
présentent un environnement peptidique similaire (ARKS) a celui de la sérine 10 de 1’histone
H3.

Aucune étude n’a encore permis d’élucider le rdle exact de la phosphorylation de la
sérine 28. Cependant, il semble qu’elle soit également liée au processus de condensation des
chromosomes, car ses caractéristiques spatio-temporelles sont similaires a celles de la sérine
10 (Goto et al., 1999). 1l pourrait s’agir d’une modification présentant un certain degré de
redondance avec la phosphorylation de la sérine 10.

La phosphorylation de la sérine 7 de CENP-A, forcément restreinte au centromere,
n’est détectable qu’en fin de prophase, atteint un niveau maximal en métaphase et décroit
rapidement en anaphase (Zeitlin et al., 2001a). La localisation de cette modification
semblerait suggérer qu’elle est impliquée dans le processus de cohésion. Or, apres mutation
de ce résidu en alanine, la perte de cohésion s’effectue de maniere appropriéeClen revanche, la
localisation d’Aur-B est altérée: lors de 1’anaphase, elle ne se relocalise pas vers le fuseau
central, et regagne avec beaucoup de retard 1’anneau contractile en fin de mitose. Cette
perturbation de la fonction des protéines passageres se traduit par un retard de cytokinese.
Ainsi, Aur-B controlerait elle-méme en partie son profil de localisation, utilisant la

chromatine comme support de cette régulation.
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2) Aur-B et les facteurs protéiques impliqués dans la condensation

Outre son role dans la modification mitotique des queues d’histones, Aur-B a
également été corrélée a d’autres phénomenes associés a la condensation des chromosomes.
Malgré quelques différences li€es a I’espece et au type d’approche utilisée, il semble qu’Aur-

B puisse intervenir a différents niveaux du processus de condensation.

a) Aur-B et le complexe condensine

Chez D. melanogaster, suite a I’invalidation par «[ARN-interferenced du gene Aur-B,
le complexe de la condensine, crucial a la condensation, n’est pas recruté par les
chromosomes, mettant ainsi en lumiere 1’une des causes potentielles de ’altération de la
condensation (Giet et Glover, 2001). Cette relation de dépendance de la condensine vis-a-vis
d’Aur-B a également été décrite chez C. elegans et S. pombe (Hagstrom et al., 2002C]1Petersen
et al., 2001). Aucune étude ne permet pour l’instant d’affirmer si le complexe de la
condensine constitue un substrat d’Aur-B, ou s’il s’agit d’un mécanisme de régulation plus
indirect.

L’apparition de la condensine sur les chromosomes s’effectuant de maniere
coordonnée a la phosphorylation de I’histone H3, il a ét€ proposé que cette modification
constitue un point d’ancrage pour la condensine sur ’ADN (Wei et al., 1999). Cependant,
meéme si certains auteurs ont fait état d’une interaction entre la condensine et la queue de
I’histone H3, il semblerait qu’elle soit indépendante du statut de phosphorylation (Schmiesing
et al., 2000; Ball, et al., 2002). Bien que la condensine semble étre sous le contrdle d’ Aur-B,
les mécanismes de son recrutement sur la chromatine mitotique ne sont donc toujours pas

élucidés.

b) Aur-B et le complexe cohésine

Ainsi qu’il a été exposé dans la partie d’introduction, 95% du complexe de la
cohésine, nécessaire a la cohésion interchromatides, se dissocie de la chromatine en prophase
(fig. 10) (Sumara et al., 2000). Dans un extrait d’ceuf de X. laevis, systeme fréquemment
utilisé dans 1’étude de la condensation des chromosomes, I’immuno-déplétion d’Aur-B
interfere avec cette phase (Losada et al., 2002). Il semblerait donc qu’Aur-B soit impliquée

dans la perte de cohésion interchromatides observée en début de mitose.
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¢) Aur-B et la topoisomérase Ila

Lorsqu’Aur-B est immuno-déplétée d’un extrait d’oeuf de X. laevis, les chromatides
paraissent moins individualisées, ce qui suggere 1’idée qu’ Aur-B puisse étre requise pour leur
résolution (Losada et al., 2002). Au cours de chaque processus cellulaire 1ié a I’ADN, comme
la transcription et la réplication, la classe des topoisomérases est responsable de la résolution
de I’entremélement des brins d’ADN entre eux (Wang, 2002). Lors de la condensation de
I’ADN, de tels problemes topologiques sont résolus par la topoisomérase Ila (Christensen et
al., 2002). Or, apres incubation de chromosomes en présence d’une kinase recombinante Aur-
B et d’ATP marqué au P, puis micro-séquengage des bandes radioactives, il semblerait que
la topoisomérase Ila soit un substrat d’ Aur-B (Morrison et al., 2002). Bien que 1’effet exact
de cet événement de phosphorylation ne soit pas connu, il est fort probable qu’il soit de

grande importance dans 1’activité de cette enzyme.

Aur-B
/ \
. recrutement )
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. . ‘ CENP-A
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légende @ condensine @ cohésine du bras @ topolla

@ cohésine centromérique

Fig. 20: Mode d’action d’Aur-B dans la condensation des chromosomes.

3) Quels sont les mécanismes de régulation d’Aur-B[A

Si ce n’est quelques résultats concernant I’effet activateur des protéines passageres, et

notamment d’INCENP, sur Aur-B, notre compréhension des mécanismes de régulation de
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cette kinase est encore tres fragmentaire. Comme un grand nombre de kinases, son activité est
régulée par des évenements de phosphorylation/déphosphorylation, mais la nature des résidus
affectés nous est encore inconnue (Sugiyama et al., 2002). De méme, aucune étude permettant
d’identifier des kinases situées en amont d’Aur-B n’a encore été menée. Cependant, apres
étude de résultats relatifs a la régulation de la condensation des chromosomes, certaines

hypotheses peuvent étre posées.

La cascade de transduction Ras/MAPK est I’une des voies de transduction les plus
étudiées. Souvent impliquée dans la signalisation des stimuli de prolifération, plusieurs
travaux semblent démontrer 1’existence d’un role mitotique pour ces kinases, et d’apres
certains éléments que nous allons exposer ci-dessous, il n’est pas exclu qu’elles puissent en
partie assurer la régulation d’ Aur-B[(

- Lors de la maturation d’oocytes de X. laevis, il semblerait que la phosphorylation de
I’histone H3 soit sous le contrdle de la voie MAPK (Schmitt ef al., 2002). Les oocytes
immatures de X. laevis sont bloqués en prophase de premiere division méiotique. Un
traitement a la progestérone entraine la progression des cellules en méiose, processus de
maturation placé sous le contrdle de la voie de transduction MAPK, ainsi que du facteur MPF.
Une fois parvenues en métaphase de la deuxieme division méiotique, elles subissent un
second arrét , qui ne sera levé que suite a la fertilisation.

Tandis qu’avant la maturation, la phosphorylation de 1’histone H3 est quasi-
indétectable, la maturation entraine son apparition des 1’entrée en premiere division
méiotique. L’inactivation de la voie MAPK, par traitement avec 1’inhibiteur spécifique
U0126, abolit toute phosphorylation de I’histone H3 lors de la maturation, tandis que 1’activité
du facteur MPF ne semble pas affectée. Ainsi, il semblerait que, du moins dans certains
systemes, la phosphorylation de I’histone H3 soit sous la dépendance des voies de transdution
MAPK.

- Il semblerait de plus que, lors de la mitose, certains composants de la voie des
MAPKSs colocalisent avec Aur-B. D’apres des expériences d’immunofluorescence menées
avec un anticorps dirigé contre les formes actives (diphosphorylées) d’ERK1 et ERK2, ces
kinases, situées le plus en aval dans cette cascade de transduction, sont présentes sur les
kinétochores des cellules en métaphase, ainsi que sur I’anneau contractile de la phase de
cytokinese, localisations partagées par la kinase Aur-B (Zecevic et al., 1998).

Ces éléments semblent favoriser une régulation de la kinase Aur-B par la voie des

MAP kinases. Afin de vérifier cette proposition, il serait intéressant d’étudier 1’effet provoqué
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dans des cellules de mammifere par des inhibiteurs spécifiques a cette voie de transduction
non seulement sur la phosphorylation mitotique de 1’histone H3, mais également sur I’activité

et la localisation d’ Aur-B.

D. Le role de la phosphorylation mitotique de I’ histone H3

Ainsi qu’il a été exposé dans la partie d’introduction, la fonction exacte de la
phosphorylation de I’histone H3 n’est toujours pas €lucidée. Les deux hypotheses majeures
refletent chacune un mécanisme potentiel de régulation cellulaire par les modifications de la

chromatine.

1) Un role effecteur@

L’hypothese soulevée par les travaux de mutation de la sérine 10 en alanine chez T.
thermophila stipule que la phosphorylation de I’histone H3 serait essentielle a la condensation
des chromosomes (Wei et al., 1999). Elle confere ainsi a cette modification un role
d’effecteur direct de la condensation. Cependant, deux éléments semblent contredire ce
modele[d

- la méme mutation de la sérine 10 en alanine n’entraine aucun effet détectable lors de
la mitose et de la méiose chez S. cerevisiae (Hsu et al., 2000). Ce résultat semblerait signifier
que cette modification n’est pas essentielle a la condensation chez la levure. Cependant, en
raison de la complexité du «code histone, il est difficile d’affirmer d’apres ces derniers
résultats que la phosphorylation de la sérine 10 n’est pas impliquée dans la dynamique
mitotique de I’ADN.[les différences de phénotype observées sont peut-etre uniquement dues
a ’existence, chez des especes plus évoluées, de modifications offrant une redondance
fonctionnelle avec la phosphorylation de la sérine 10, dont 1’absence serait alors sans
conséquences.

- d’apres I’hypothese du «[dode histoneld, toute modification des queues d’histones
serait «[décodéeld grace a I’interaction de facteurs protéiques responsables d’une altération de
I’état de compaction de la chromatine. C’est ainsi qu’il a été suggéré que la phosphorylation
mitotique de I’histone H3 constituerait un point d’ancrage pour les facteurs de condensation
des chromosomes (Wei et al., 1999). Cependant, jusqu’a présent, aucun facteur de

condensation connu ne semble interagir avec la queue de 1’histone H3 autrement que de
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maniere indépendante de son état de phosphorylation (Schmiesing et al., 2000; Ball, et al.,

2002).

D’autres auteurs ont proposé un mécanisme de couplage plus indirect entre la
phosphorylation de I’histone H3 et le recrutement de la condensine : apres immuno-déplétion
de la kinase Aur-B d’un extrait de X. laevis, la cohésine ne serait pas écartée des
chromosomes (Losada et al., 2002). Les auteurs de ces travaux proposent que la
phosphorylation mitotique de 1’histone H3 ne serait pas directement responsable du
recrutement de la condensine, mais permettrait au contraire le départ de la cohésine des bras
du chromosome lors de la prophase. Ainsi, celui-ci déplacé, la condensine pourrait alors

interagir avec la chromatine, favorisant la condensation des chromosomes.

2) Un role signalisateur?

Suite a I’observation du motif de localisation de la phosphorylation de I’histone H3
lors de la mitose et de la méiose chez les plantes (fig. 12) (Kaszas et Cande, 2000), d’autres
auteurs proposerent un role différent pour la phosphorylation mitotique de 1’histone H3. Cette
hypothese, dite du «[kady production labelld (cf p. 33), stipule que cette modification n’est
pas directement impliquée dans la dynamique de I’ADN en mitose, mais en serait au contraire
une conséquence. Elle permettrait de renseigner la cellule sur I’état de compaction de la
chromatine, afin qu’elle ne s’engage pas dans le processus de séparation des chromatides
avant que celles-ci soient totalement condensées. Ainsi, au lieu d’un role effecteur, cette
hypothese confere a la phosphorylation mitotique de ’histone H3 une fonction signalisatrice.

Il s’agirait d’un concept nouveau dans 1’étude des modifications d’histones. D’autres
modifications de la chromatine semblent assurer une telle fonction. C’est ainsi le cas de la
phosphorylation mitotique de la sérine 7 de CENP-A, catalysée par Aur-B (Zeitlin et al.,
2001b). La mutation de ce résidu entraine une perturbation de la cytokinese, mais aucun
défaut de condensation ou de cohésion. Cette modification permettrait ainsi le controle
d’évenements ayant lieu plus tardivement lors de la mitose, et n’aurait aucun effet direct sur la
dynamique mitotique de I’ADN.

L’exemple de CENP-A, ainsi que, si elle est confirmée, I’hypothese du «kady
production laabelld, constituerait un tournant dans I’étude des modifications d’histones. Il y

aurait d’une part des modifications effectrices, responsables d’un changement d’état de
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compaction de la chromatine, et d’autre part des modifications signalisatrices, chargées de

renseigner la cellule, afin que celle-ci puisse proposer une réponse appropriée.

() ®)

e e enzyme de
lésende modification modification mo dific};tion de 1a
regence effectrice signalisatrice .

chromatine

Fig. 21: Deux types de modifications d’histoneslZa) la cellule informe la chromatine d’un changement de

contexte cellulaire. La chromatine adapte son état de compaction en conséquenceldla modification est effectrice
(hypothese de la condensation) b) la chromatine informe la cellule de son état de compaction. La cellule apporte

une réponse appropriéeldla modification est signalisatrice (hypothese du «[tkady production labell).

E. Les modifications mitotiques de la chromatine

Afin d’appréhender le role de la phosphorylation mitotique de 1’histone H3, il sera
utile de la considérer comme un élément parmi d’autres, dans un ensemble de modifications

mitotiques de la chromatine.
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1) L’hyperphosphorylation mitotique de I’histone H1

Longtemps considérée a tort comme 1’une des causes principales de la condensation
des chromosomes (Bradbury, 1992; Roth et Allis, 1992), le role exact de
I’hyperphosphorylation de 1’histone H1 n’est toujours pas €lucidé. D’apres plusieurs études, il
semblerait d’assez faible importancelClen effet, la condensation peut avoir lieu en absence de
I’histone H1, in vitro et in vivo (Shen et al., 1995; Ohsumi et al., 1993).

Quant aux travaux ayant conclu a la non-essentialité de la phosphorylation d’H1 (Guo
et al., 1995), il est nécessaire de préciser que les auteurs n’ont pas utilis€ comme modele
d’étude une mitose physiologique, mais le phénomene de «[dondensation prématurée des
chromosomesd. Celui-ci s’obtient par traitement des cellules avec certains inhibiteurs de
phosphatases, comme I’acide okadaique, ou la fostriecine. Il y a alors condensation des
chromosomes, s’accompagnant de certains phénomenes mitotiques. C’est a la suite de ce
traitement que ces auteurs ont découvert que tandis que 1’histone H3 était phosphorylée,
I’histone H1 ne 1’était pasClils en ont conclu que la phosphorylation de ’histone H1 n’était
pas nécessaire a la condensation mitotique. Cependant, la réelle nature mitotique de cette
condensation prématurée des chromosomes est discutable, car si elle est trop prolongée, elle
mene les cellules en apoptose. Ainsi, a notre connaissance, la preuve de la non-essentialité de
la phosphorylation de I’histone H1 dans un contexte strictement mitotique n’a pas été
apportée.

D’apres plusieurs travaux, il est possible de suggérer un role pour cet événementllla
phosphorylation de 1’histone H1 entraine une baisse d’affinité pour I’ADN in vitro (Hill et al.,
1991). De plus, il a été montré que la phosphorylation de I’histone H3 est fortement inhibée in
vitro par 1’addition d’histone H1 interphasique, effet grandement réduit lorsque 1’histone H1
est d’origine mitotique, c’est a dire hyperphosphorylée (Shibata et Ajiro, 1993). La
juxtaposition de ces deux résultats peut suggérer 1’idée selon laquelle 1’hyperphosphorylation,
provoquant une baisse d’affinité de ’histone H1 pour la chromatine, permettrait I’accessibilité
des enzymes de modification aux queues d’histones. La phosphorylation de 1’histone H1
constituerait alors une condition préalable a la modification d’autres histones. De plus, cette
hypothese serait en accord avec le fait que la condensation puisse ne pas etre affectée, in vitro
comme in vivo, par 1’absence d’histone HI1, car selon cette hypothese, son absence
équivaudrait, dans le contexte de la condensation, a son hyperphosphorylation.

Il s’agit cependant de données obtenues a la suite d’expériences menées in vitro, et une

telle hypothese nécessiterait une confirmation in vivo. Ainsi qu’il a été exposé dans la partie
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d’introduction, le lien entre condensation et phosphorylation de 1’histone H3 a été établi chez
T. thermophila par des études de mutation du résidu sérine 10 en alanine (Wei et al., 1999). 11
serait intéressant de créer de telles mutations dans 1’histone H1 de cet organisme, et d’en
étudier les effets, non seulement sur la condensation, mais également sur 1’occurrence

d’autres modifications d’histones, dont la phosphorylation de la sérine 10 de 1’histone H3.

2) D’autres modifications mitotiques de la chromatine

Bien que 1’étude des modifications mitotiques d’histones ait surtout concerné la
phosphorylation, d’autres modifications, notamment de méthylation, semblent jouer un role
de premier plan dans la dynamique mitotique de I’ADN.

Il semblerait que I’histone H4 soit méthylée sur la lysine 20, et ceci de maniere
spécifique a la mitose (Rice et al., 2002). L’enzyme impliquée serait la HMT Pr-Set7, dont
I’abondance est également maximale en mitose. Cette modification présente un profil spatio-
temporel similaire a la phosphorylation de la sérine 7 de CENP-A[Jelle est initiée en fin de
prophase et ne concerne que 1’hétérochromatine péricentrique. Elle décroit en fin de mitose,
tout en restant a des niveaux assez €élevés en interphase. Le rdle mitotique de cette
modification n’a pas encore été élucidé.

D’autres évenements de méthylation pourraient également jouer un role durant la
mitosel il a été découvert que la protéine HP-1, impliquée dans la formation
d’hétérochromatine, interagit avec la sous-unité Sccl du complexe de la cohésine (Nonaka e?
al., 2002). Or, HP-1 est ancré a la chromatine grace a une interaction spécifique avec I’histone
H3 méthylée sur le résidu lysine 9 (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001). S’il s’avere
que la localisation de la méthylation de la lysine 9 sur le chromosome coincide avec celle de
la cohésine, il pourrait bien s’agir de la premiere modification dont le mécanisme d’action

mitotique est réellement élucidé.

3) Les combinaisons mitotiques de modifications d’histones

Si I’on compare la localisation des diverses modifications de la chromatine exposées
dans ce manuscrit, on s’aperc¢oit qu’elles peuvent etre rangées en deux classes distinctes]

- la premiere classe, comprenant les phosphorylations des sérines 10 et 28, initiée en
G2, progressant le long des bras du chromosome en prophase, puis maximale en métaphase.

Le signal décroit en anaphase, pour atteindre un niveau indétectable en télophase.
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- la seconde classe, comprenant la phosphorylation de la sérine 7 de CENP-A, ainsi
que celle de la thréonine 11 de I’histone H3 et la méthylation de la lysine 20 de H4, sont
initiées en fin de prophase, et sont également maximales en métaphase. Elles ne concernent
que I’hététochromatine péricentrique, et ont quasiment disparu en anaphase. Il semble que

chez les plantes, la phosphorylation de 1’histone H3 partage également ce profil de

localisation.
fin de ~— transition —4

début G2 fin G2 prophase Mmétaphase anaphase télophase
H3 (S10) —_
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Fig. 22: 1.a localisation des modifications mitotiques d’histones permet de les subdiviser en deux classes

distinctes.

Il semblerait donc que I’ensemble de ces modifications ne constitue pas un seul code
mitotique, mais bien deux codes distincts, un code de condensation et un code de cohésion,

respectivement constitués des premiere et seconde classes de modifications définies ci-dessus.
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De maniere analogue a la phosphorylation de la sérine 10 de 1’histone H3, la fonction
exacte de ces combinaisons dans la dynamique mitotique de I’ADN nous est encore largement
inconnue. Il sera intéressant de déterminer s’il existe, ainsi qu’il a été suggéré pour la
phosphorylation de la sérine 10 1’histone H3 chez la levure (Hsu et al., 2000), un degré de
redondance entre modifications de méme profil spatio-temporel.

De plus, ainsi qu’il a été exposé en introduction, les modifications d’histones sont
interdépendantes, de maniere positive ou négative. Il parait donc probable que les
modifications mitotiques d’histones s’influencent entre elles, ou agissent, éventuellement de
maniere négative, sur les modifications restreintes a ’interphase. La nature de ces relations

d’interdépendance reste enticrement a déterminer.

La condensation des chromosomes est un processus cellulaire sous controle
permanent, faisant intervenir d’une part des facteurs protéiques impliqués dans la dynamique
de I’ADN, ainsi que de nombreuses modifications d’histones.

La kinase Aur-B est I'un des principaux régulateurs de la ségrégation des
chromosomes. Suivant un profil de localisation tres dynamique, elle controle 1’activité de
nombreux acteurs-clés de ce processus. C’est ainsi qu’elle permet la phosphorylation de
plusieurs résidus d’histones, événement dont la fonction est en grande partie obscure. Cette
étude permettra certainement une meilleure compréhension des regles générales régissant la
signalisation, en amont comme en aval, des modifications d’histones, signaux de

communication entre la chromatine et la cellule.
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ANNEXE I

Nomenclature des kinases Aurora

Espece Aurora Appellation Ref.
S. cerevisiae Ipll Francisco et al., 1994
S. pombe Arkl Petersen et al., 2001
C. elegans Aur-A Airl Schumacher et al., 1998a
Aur-B Air2 Schumacher et al., 1998b
Stu7 Woollard et Hodgkin, 1999
D. melanogaster  Aur-A Aurora Glover et al., 1995
Aur-B Ial Reich et al., 1999
X. laevis Aur-A pEg2 Roghi et al., 1998
Aur-B Airk?2 Adams et al., 2000
R. norvegicus Aur-B Aiml Terada et al., 1998
M. musculus Aur-A Aykl Yanai et al., 1997
Tak1 Gopalan et al., 1997
Arkl Shindo et al., 1998
Aur-B Stk1 Niwa et al., 1996
Ark2 Shindo et al., 1998
Aur-C Aiel Tseng et al., 1998
Iak3 Gopalan et al., 1998
H. sapiens Aur-A Aik Kimura et al., 1997a
Btak Sen et al., 1997
Stk6 Kimura et al., 1997b
Aurora?2 Bischoff et al., 1998
Arkl Shindo et al., 1998
Aur-B Aik2 Prigent et al., 1999
Stk12/Aik?2 Kimura et al., 1998
Aiml Katayama et al., 1998
Auroral Bischoff et al., 1998
Ark2 Shindo et al., 1998
Aur-C Aie2 Tseng et al., 1998
Stk13 Bernard et al., 1998
Aik3 Kimura et al., 1999
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ANNEXE 11

Alignement de séquence des kinases Aurora de différentes especes

(alignement bientdt disponible sur le site de Pfizer inc.)
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