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Greatwall, un nouveau

gardien de la mitose

Aicha Gharbi-Ayachi, Andrew Burgess, Suzanne Vigneron,
Jean-Claude Labbé, Anna Castro, Thierry Lorca

Schéma classique : I’entrée en mitose

dépend de Iactivation de Cdkl-cycline B
Uentrée en mitose repose sur I’activa-
tion de la kinase mitotique Cdk1 (cyclin-
dependent kinase 1)-cycline B. Au cours
de la phase G2, la sous-unité cycline B est
synthétisée et s’associe a sa sous-unité
catalytique Cdkl. Le complexe Cdkl-
cycline B ainsi formé est maintenu inactif
par la phosphorylation de la sous-unité
catalytique Cdkl sur les résidus Thrl4 et
Tyrl5 par les kinases Mytl et Weel [11].
Ces deux kinases sont actives au cours
de la phase G2 sous une forme déphos-
phorylée et s’inactivent en mitose par
phosphorylation. A la transition G2-M, les
phosphatases de la famille Cdc25 déphos-
phorylent les deux résidus Thrl4 et Tyrl5
inhibiteurs permettant I’activation de la
kinase Cdkl-cycline B et I’entrée en phase
M du cycle cellulaire. Une fois complete-
ment activée, Cdkl-cycline B phosphoryle
de nombreux substrats requis pour le bon
déroulement de la mitose. Le modele
unanimement accepté propose qu’en fin
de phase G2, la déphosphorylation de la
Thrl4 et de la Tyr15 de Cdk1 par une frac-
tion active de Cdc25 induit une activation
initiale du complexe Cdkl-cycline B, qui
a son tour active pleinement Cdc25 et
inactive Mytl et Weel par phosphoryla-
tion. Ces événements rapides induisent
une activation maximale du complexe
Cdkl-cycline B et une entrée irréversible
en mitose. Ce mécanisme de régulation
est communément appelé boucle d’ampli-
fication du MPF (M phase promoting fac-
tor). Toutefois, ce modele a récemment
évolué grdce a de nouvelles données mon-
trant qu’en plus du complexe Cdkl-cycline
B, la protéine Greatwall (Gwl) est aussi
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requise pour entrer en mitose et maintenir
Pétat mitotique [1].

Greatwall, un second chef d’orchestre
qui inhibe la déphosphorylation des
substrats mitotiques

Gwl est une protéine initialement carac-
térisée lors d’une recherche de mutants
de drosophile présentant des défauts de
condensation des chromosomes [2]. Gwl
est une protéine kinase dont la fonction
est encore peu documentée. Elle pré-
sente 'originalité d’une structure de son
domaine kinase séparée en deux parties
par une séquence de plus de 500 acides
aminés. Le géne Gwl est conservé de la
drosophile jusqu’a ’homme. Les premiéres
études réalisées chez le xénope montrent
que I’élimination de la protéine kinase Gwl
induit une inhibition de I’entrée en phase
M ou bien une sortie prématurée de mitose
[3]. Ces travaux suggérent que Gwl est
requise pour maintenir I’état mitotique en
jouant un réle dans la boucle d’amplifica-
tion du MPF. Uhypothese la plus probable
est que Gwl participe a I'activation de la
protéine phosphatase Cdc25 ou bien a une
régulation négative des protéines kinases
Weel et/ou Mytl. Toutefois, nos récents
résultats montrent que le role principal
de Gwl ne réside pas dans cette voie
d’amplification du MPF mais plutét dans
I’inhibition de PP2A, une phosphatase qui
déphosphoryle les substrats du complexe
Cdkl-cycline B [4]. Limportance de nos
données, confirmées par d’autres labo-
ratoires [5], repose sur une observation
surprenante qui montre pour la premiere
fois qu’en présence d’une forte activité
kinase du complexe Cdkl-cycline B, I’éli-
mination de Gwl empéche la phosphoryla-

tion des substrats de la protéine kinase
Cdkl-cycline B, entrainant une sortie de
mitose prématurée. Jusqu'a présent, I’en-
trée en mitose était directement liée a
I'activation de la kinase mitotique Cdkl-
cycline B. Aujourd’hui, nous apportons un
nouvel élément a I’édifice mitotique avec
Gwl comme autre chef d’orchestre qui
contrdle négativement I’activité de PP2A.
Ce nouveau concept établit que I'entrée
en mitose repose dorénavant sur I'acti-
vation conjointe de deux kinases, Cdkl-
cycline B et Gwl, la premiere permettant
la phosphorylation massive des substrats
mitotiques requis pour I’entrée en mitose,
la seconde inhibant la phosphatase PP2A
qui déphosphoryle ces mémes substrats
(Figure 1) [4, 5]. Plus récemment, nous
avons identifié par complémentation
chez le xénope I’homologue humain de
la protéine kinase Gwl [6]. Il Sagit de
la protéine MAST-L (pour microtubule
associated serine/threonine kinase-like).
Lanalyse du role de Gwl dans les cellules
humaines met en évidence une voie de
signalisation conservée avec des défauts
mitotiques majeurs en "absence de Gwl.
La voie mitotique est restaurée soit par
complémentation avec la protéine kinase
Gwl de xénope, soit par I'inhibition de la
PP2A. Nos résultats montrent qu’une éli-
mination totale de Gwl dans les cellules
Hela entrafne un arrét des cellules en
phase G2. Toutefois, si Gwl n’est pas par-
faitement éliminée, les cellules entrent
en mitose et développent des défauts
plus ou moins séveres. On peut noter des
défauts d’attachement des chromosomes
sur le fuseau mitotique, des problemes de
condensation de I’ADN et des cytokineses
aberrantes [6].
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Figure 1. Arpp19, un nouveau substrat de la kinase Greatwall. ’entrée en mitose repose maintenant sur un nouveau concept qui nécessite I’activa-

tion conjointe de deux kinases, Cdk1-cycline B et Greatwall : la premiére permet la phosphorylation massive des substrats mitotiques (carré jaune a

droite), la deuxieme phosphoryle Arpp19 qui lie et inhibe la phosphatase PP2A responsable de la déphosphorylation de ces mémes substrats (carré

bleu a gauche), I’ensemble autorisant le maintien de ces phosphorylations requises pour la réalisation d’une mitose correcte. La sous-unité cataly-

tique Cdk1 est phosphorylée au niveau des résidus Thrl4 et Tyrl5 par les kinases Myt1 et Weel. Les phosphatases de la famille Cdc25 déphosphorylent

les deux résidus Thrl4 et Tyr15 inhibiteurs.

Caractérisation du mécanisme
d’action de Greatwall

Toutefois, il restait a comprendre com-
ment Gwl contréle I'activité de PP2A.
(C’est ce que nous avons réussi a réali-
ser en caractérisant deux substrats de
Gwl appartenant a une méme famille
de protéines : Arppl9 (cAMP-regulated
phosphoprotein 19) et ENSA (alpha
endosulfine). Le rdle de ces deux pro-
téines n’est pas clairement identifié.
Arppl9 est spécifiquement enrichie
dans le cerveau mais son role n’y est
pas connu. €n ce qui concerne ENSA,
une fonction a tout d’abord été men-
tionnée dans les cellules B du pancréas
ou elle contrdle la libération d’insu-
line en régulant I'activité des canaux
potassiques dépendant de I’ATP. D’autre
part, des ovocytes de drosophile dans
lesquels la séquence du gene codant
pour ENSA est altérée présentent des
défauts mitotiques avec une prophase
prolongée et une incapacité a pro-
gresser en métaphase. De maniére trés
remarquable, ces ovocytes possédent
une activité Cdkl-cycline B normale
mais un niveau de phosphorylation
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des substrats mitotiques étonnamment
faible [7]. Ce phénotype n'est pas sans
rappeler celui que nous avons obtenu
en éliminant la protéine kinase Gwl
dans les extraits d’ovocyte de xénope
(4, 8].

Nos résultats montrent que ENSA et
Arppl9 sont phosphorylées in vitro par
Gwl sur un site présent chez tous les
membres de cette famille de la levure
jusqu’a I’homme [9,10]. U’expression
ectopique de ces deux protéines phos-
phorylées par Gwl est capable d’induire
I’entrée en mitose et cela en présence
ou en I"absence de Gwl. ENSA et Arppl9
s’associent @ PP2A et inhibent son acti-
vité phosphatase qui déphosphoryle les
substrats de Cdkl-cycline B (Figure 1).
La phosphorylation de ces deux protéi-
nes est corrélée a I'activation de Gwl.
Enfin, seule la forme endogene de la
protéine Arppl9 semble jouer un rdle
lors de la mitose puisque I’élimination
d’Arppl9 et non pas celle d’ENSA bloque
I’entrée en phase M et qu’en condition
de mitose I’absence d’Arppl9 ne permet
plus le maintien de I’état mitotique.
Cette différence fonctionnelle entre ces

deux protéines pourrait étre attribuée
a la quasi-absence de la forme ENSA
phosphorylée au cours de la mitose [9].

Conclusion

L'observation majeure faite au cours de
ces travaux récents est celle de I’exis-
tence d’une nouvelle voie de régulation
mettant en jeu la protéine kinase Gwl et
son substrat Arppl9 comme inhibiteurs
de la protéine phosphatase PP2A. Tou-
tefois, de nombreuses questions restent
sans réponse : quand et comment Gwl
s’active-t-elle ? quels sont les com-
plexes de PP2A inhibés par Arppl9 ?
quel est le role physiologique de ENSA ?
Autant de questions dont les réponses
permettront d’appréhender plus préci-
sément "ensemble des mécanismes mis
en jeu lors de la division cellulaire. ¢
Greatwall, a new guardian of mitosis
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Attaque bactérienne
du systeme ubiquitine-

protéasome

Julien Burger, Jorge Merlet, Lionel Pintard

> Escherichia coli est un hote naturel de
la flore intestinale des mammiferes, trés
commun chez I"homme. Cependant, cer-
taines souches sont pathogénes, comme
les EPEC (€. coli entéropathogenes) qui
provoquent des infections intestinales
a I'origine de fortes diarrhées indui-
sant une importante mortalité chez les
nouveau-nés et les jeunes enfants dans
les pays en développement. Des tra-
vaux récents, tout a fait fascinants,
indiquent que ces bactéries pathoge-
nes détournent la cellule hote a leur
profit en piratant un acteur majeur du
fonctionnement cellulaire, le systeme
ubiquitine-protéasome (UbPr).

Les cullines : protéines plates-formes
du systéme ubiquitine-protéasome

Le systeme UbPr joue un role central
dans le contrdle de "homéostasie cellu-
laire en permettant la dégradation des
protéines. Outre son r6le majeur dans
I’élimination de protéines incorrecte-
ment repliées et/ou agrégées, le systeme
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UbPr permet de changer, rapidement et
de maniere irréversible, le contenu cel-
lulaire en protéines régulatrices. Ainsi,
ce systeme controle de nombreux pro-
cessus biologiques et cellulaires comme,
par exemple, les transitions entre les
différentes phases du cycle cellulaire. Le
systeme UbPr met en jeu trois enzymes,
€1, €2 et €3, dont I'action coordonnée
conduit au transfert covalent de "ubi-
quitine, un petit polypeptide de 76 aci-
des aminés, sur un substrat protéique.
La réitération de ce processus conduit
a assemblage d’une chaine d’ubiqui-
tines sur le substrat (polyubiquitinyla-
tion), ciblant ainsi sa dégradation par
le protéasome 26S, un complexe macro-
moléculaire doté d’activités protéasi-
ques [1, 2]. Uétape centrale du systéme
UbPr est la reconnaissance spécifique
du substrat a ubiquitinyler. Celle-ci est
assurée par I'ubiquitine ligase (€3) dont
la plus importante famille est consti-
tuée des complexes recrutés par des
cullines ou CRL (cullin RING ligases)
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[3] (Figure 1). Ces complexes sont les
promoteurs du systéme ubiquitine-pro-
téasome puisqu’ils contrélent la dégra-
dation d’une myriade de protéines régu-
latrices et notamment de nombreux
régulateurs du cycle cellulaire comme
p27%PL un inhibiteur de Cdk (cyclin
dependent kinase), la protéine Cdtl
(chromatin licensing and DNA replica-
tion factor 1) qui est dégradée en phase
S ce qui assure une seule réplication de
I’ADN par cycle cellulaire, ou encore la
GTPase RhoA qui régule le cytosquelette
d’actine (Figure 1). Bien que la compo-
sition des complexes soit variable, ils
sont régulés par des mécanismes iden-
tiques qui impliquent la conjugaison de
la protéine Nedd8 (neural precursor cell
expressed, developmentally down-regu-
lated 8), une protéine similaire a I’ubi-
quitine, sur une lysine carboxy-termi-
nale de la sous-unité culline (Figure 2).
Cette modification, également appelée
neddylation, induit un changement de
conformation du site catalytique per-



	Schéma classique : l’entrée en mitose dépend de l’activation de Cdk1-cycline B

	Greatwall, un second chef d’orchestre qui inhibe la déphosphorylation des substrats mitotiques

	Caractérisation du mécanisme d’action de Greatwall

	Conclusion
	CONFLIT D’INTÉRÊTS
	REMERCIEMENTS
	RÉFÉRENCES

