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Disperser puis regrouper

les chromosomes : ’inversion
fonctionnelle de Ki6é7 au cours

de la mitose

Olivier Albaglil, Héleéne Pelczar?

> Entre le début et la fin de la mitose, la
répartition spatiale des chromosomes
dans la cellule apparait tres différente.
Au début de la mitose, en prométaphase,
les chromosomes sont relativement indi-
vidualisés et mobiles, avant leur accro-
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chage au fuseau mito-
tique [1-3] (=P).

€n fin d’anaphase, ils sont au contraire
étroitement regroupés [4]. Depuis
2016, on sait que le marqueur de pro-
lifération Ki67 est requis pour la dis-
persion des chromosomes en promé-
taphase [1-3]. La méme équipe de
chercheurs s’est récemment intéressée
au regroupement des chromosomes en
fin de mitose [4].
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Leurs résultats montrent que le regrou-
pement des chromosomes intervient
avant la reformation de I"enveloppe
nucléaire a la fin de la mitosel, et ne
dépend ni du fuseau mitotique?, ni des
filaments d’actine [4]. Le regroupement
des chromosomes permet de chasser hors
du futur noyau des gros constituants
cytoplasmiques, par exemple des ribo-

1 Réciproquement, la reformation de I'enveloppe nucléaire
ne dépend pas du regroupement des chromosomes : elle n’est
que légeérement retardée dans des cellules déficientes pour ce
regroupement [4].

2 Le fuseau mitotique entraine les chromosomes vers cha-
cun de ses deux pdles lors de I’anaphase, mais il n’est pas
requis pour le regroupement décrit ici puisque celui-ci se
produit aussi dans des cellules traitées par le nocodazole, qui
empéche la formation du fuseau mitotique [4, 7.

somes, qui se sont mélangés aux chro-
mosomes lorsque I’enveloppe nucléaire
a disparu (Figure 1) [4]. Inversement,
les chromosomes mitotiques retiennent
dans leur couche externe, la périphérie
chromosomique, de nombreux compo-
sants nucléolaires, qui seront ainsi équi-
tablement partagés entre les noyaux des
cellules filles [4].

Les protéines Ki67 sont un composant
essentiel de la périphérie chromoso-
mique [5, 6]. Elles tapissent les chromo-
somes mitotiques et forment une brosse
a « poils » longs et denses. €n début
de mitose, cette brosse est hérissée
et agit comme un surfactant assurant
la dispersion des chromosomes [1-4]
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Figure 1. La protéine Ki67 et ses roles dans la mitose. A. Domaines de la protéine Ki67 humaine. Uisoforme longue (3256 résidus) est représentée. FHA : forkhead-
associated domain ; FAS| : fragment absent in the short isoform (codé par 'exon 7) ; CP : charged patch (chevauche le domaine conservé CD précédemment
défini [3, 6,12]) ; CP-strict : partie du domaine CP la plus riche en résidus basiques (arginine et lysine) ; RVSF : motif impliqué dans le recrutement de la phospho-
protéine phosphatase PP1 et présent dans le domaine CP (hors CP-strict) ; Succession de 16 répétitions imparfaites d’un domaine d’environ 120 résidus (le nombre
de répétions varie selon les espéces) [5, 6] ; LR : domaine riche en résidus leucine (L) et arginine (R), permettant I'ancrage de Ki67 aux chromosomes mito-
tiques [1-7]. Notons que la portion N-terminale du domaine CP recrutant PPL est structurellement et fonctionnellement conservée dans la protéine Repo-Man
(recruits PP1 onto mitotic chromatin at anaphase) [5, 11]. La redondance entre ces deux protéines pour le recrutement de PP1 (isoforme y) sur les chromosomes
en anaphase, avec une certaine prédominance de Repo-Man [11], pourrait en partie expliquer pourquoi la sortie de mitose nest pas perturbée par I'expression
d’une forme mutante de Ki67 (dans le motif RVSF) incapable de recruter PP1 [4, 7, 11]. B. Changement structurel et fonctionnel de Kié7 au cours de la mitose. €n
début de mitose (prométaphase), les chromosomes sont dispersés par les protéines Ki67 phosphorylées (P) et étirées (environ 90 nm) perpendiculairement a la
surface des chromosomes (halo gris sur les chromosomes, et couleurs correspondant aux domaines de la Figure 1A sur le grossissement). €n fin de mitose, les
chromosomes se regroupent par cocondensation des protéines Ki67 rétractées (environ 30 nm), déphosphorylées, et encore plus abondantes & leur surface (halo
gris plus étroit et plus foncé), et des pré-ARNr (couleur prune) également présents a leur surface [4, 71. Ce regroupement intervient juste avant la reformation de
I'enveloppe nucléaire, et chasse hors du futur noyau des gros composants cytoplasmiques (ronds orange et verts) présents dans I'espace interchromosomique. €n
fin de mitose, Kié7 forme également des foyers cytoplasmiques (en gris) qui contiennent aussi des pré-ARNr [7]. Dans le protocole expérimental utilisé, les cellules
sont synchronisées par le nocodazole (un poison du fuseau mitotique), puis traitées par un inhibiteur de la kinase CDKL, le flavopiridol, ce qui déclenche une sortie
rapide de mitose (sans fuseau mitotique) et permet d’en suivre précisément le déroulement. Ce protocole correspond a la majorité des expériences dans [4, 71,
notamment celles visant a étudier le role de Kié7 et des pré-ARNr dans le regroupement des chromosomes. Notons que ce regroupement se produit également
avec d’autres protocoles de blocage ou de déclenchement de sortie de mitose, et @ la fin d’une mitose normale [4]. Le schéma comporte certaines simplifications.
Les modalités du recrutement des pré-ARNr par Ki67 autour des chromosomes mitotiques restent & préciser [7, 8]. Il est possible que Ki67 et d’autres protéines
de la périphérie chromosomique (non représentées) forment aussi des ponts entre les chromosomes en fin de mitose, mais insuffisamment pour les regrouper en
P’absence des pré-ARNr [7]. €n plus du domaine LR, la partie N-terminale de Ki67, vraisemblablement par son domaine CP, pourrait interagir avec les chromosomes
en fin de mitose [7]. Enfin, les pré-ARNr sont présents a la surface des chromosomes dés la prométaphase, mais leur quantité augmente ensuite (au moins lors

d’une mitose normale) [7, 81. €n dehors de la mitose, Kié7 est principalement localisée dans et juste autour des nucléoles [1-3, 5-7,11,12].
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(Figure 1). Cela laissait penser que le
regroupement des chromosomes en fin
de mitose pourrait résulter d’une dimi-
nution de la quantité de Kié7 sur les
chromosomes. Or, Ki67 est au contraire
encore plus abondante a la surface des
chromosomes a la fin de la mitose qu’au
début [4, 7]. Plus surprenant encore, les
auteurs montrent, a I'aide d’un modéle
de sortie de mitose déclenchée sur des
cellules synchronisées en prométaphase,
que Ki67 est requise pour le regroupe-
ment des chromosomes [4-7] (Figure 1).
Par conséquent, au cours de la mitose,
I’activité de Kié7 change : d’abord répul-
sive (fonction dispersive), maintenant
les chromosomes a distance les uns
des autres, elle devient ensuite attrac-
trice (fonction agrégative), nécessaire
a leur regroupement. Comment la pro-
téine Ki67 peut-elle remplir ces deux
fonctions ? Autour des chromosomes,
les protéines Ki67 se rétractent en fin de
mitose. Leur mobilité diminue, mais reste
néanmoins forte [4, 5, 7]. Simultané-
ment, elles forment des foyers cytoplas-
miques qui fusionnent (« coalescent »)
entre eux et avec le pool de Kib7 des
chromosomes (Figure 1) [7]. Ces obser-
vations suggerent qu’en fin de mitose,
les structures formées par Kié7 (surface
des chromosomes et foyers cytoplas-
miques) tendent & se rassembler en une
phase liquide séparée du cytoplasme, ce
qui entraine le regroupement des chro-
mosomes [7]. Enfin, Ki67 est phospho-
rylée sur de nombreux résidus au début
de la mitose, et déphosphorylée® a la fin
de la mitose [5-7]. Ce changement joue
un réle clé dans le changement d’acti-
vité de la protéine. €n effet, un mutant
« phosphomimétique » mimant une
forme hyperphosphorylée de Ki67* perd,
au moins en partie, les propriétés de Ki67

¥ La phosphorylation de Ki67 implique (au moins) la kinase
CDK1, et sa déphosphorylation implique (au moins) la phos-
phatase PP1 [5-7, 11-13].

4139 résidus sérine (S) ou thréonine (T) répartis dans toute
la protéine, sauf dans le domaine LR, ont été changés en
résidus acides, aspartate (D) ou glutamate (€), pour créer
respectivement deux mutants « phosphomimétiques » équi-
valents (Ki67'3%P et Ki67'3%€). Notons que les résidus D ou € ne
sont qu’une approximation de 'effet biochimique des résidus
S ou T phosphorylés [7, 13].
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en fin de mitose (enrichissement sur les
chromosomes, rétraction, formation des
foyers cytoplasmiques) et ne regroupe
pas les chromosomes® [7]. €n revanche,
ce mutant est capable de les disperser
en début de mitose. La fonction disper-
sive de Ki67 apparait donc portée par
sa forme phosphorylée, et sa fonction
agrégative par sa forme déphosphorylée.
D’autres mutants montrent que la partie
N-terminale de Ki67 (Figure I14) joue
un role prépondérant dans sa fonction
agrégative [7]. Elle contient un domaine
CP (charged patch, Figure IA) particu-
lierement important : sa délétion, ou
la seule élimination de ses nombreux
résidus basiques®, suffit a empécher la
suraccumulation de la protéine sur les
chromosomes en fin de mitose, la forma-
tion des foyers et le regroupement des
chromosomes [7].

La déphosphorylation et la rétraction de
Ki67 diminuent probablement les bar-
rieres électrique et stérique impliquées
dans sa fonction dispersive [1, 4, 7].
Toutefois, ces changements apparaissent
insuffisants pour produire la force
attractrice nécessaire a sa fonction agré-
gative : il manque un « liant » entre les
structures formées par Ki67 [7]. Les pré-
ARN ribosomiques (ARNr) sont nucléo-
laires pendant I'interphase et relocalisés

5 Le regroupement des chromosomes a été testé avec

des versions de Ki67 contenant le domaine LR, qui permet
la fixation de la protéine aux chromosomes mitotiques, et
surexprimées dans des cellules rendues déficientes pour
le géne Kié7. €n revanche, les foyers formés par Kié7 et
son enrichissement sur les chromosomes en fin de mitose
ont été étudiés avec des versions de Ki67 dépourvues du
domaine LR [7]. Notons que les foyers de Ki67 et son enri-
chissement sur les chromosomes sont aussi constatés a la
fin d’une mitose normale et avec des quantités physiolo-
giques de la protéine [4, 7].

8 Les 186 résidus du domaine CP (charged patch) de Ki67
comprennent 21 résidus lysine (K) et 16 résidus arginine
(R), chargés positivement. Leur importance pour la fonction
agrégative de Ki67 a été montrée soit en les remplagant
par des résidus électriqguement neutres (alanine), soit en
en éliminant la plupart par une délétion de la partie du
domaine CP (« CP strict ») la plus riche en résidus R et
K [7]. Notons qu'un mutant phosphomimétique « incom-
plet » de Ki67, conservant 10 résidus S ou T phosphorylables
dans le domaine CP (mutant Ki67!%), présente une fonction
agrégative intermédiaire entre celle du mutant phosphomi-
métique « complet » correspondant et celle de la protéine
Kié7 non mutée. La déphosphorylation du seul domaine CP
n’apparait donc pas suffisante pour la fonction agrégative
physiologique de Ki67 [7].

& la périphérie chromosomique’ pendant
la mitose [7, 8]. Leur relocalisation est
dépendante de Kié7 (la réciproque n’est
pas vraie) et comme celle de Kié7, la
quantité des pré-ARNr présents a la
périphérie chromosomique augmente en
anaphase [4, 7, 8]. La transcription de
I’ADN en ARNr, mais pas en ARN messa-
gers (ARNm), est nécessaire au regrou-
pement des chromosomes. Les auteurs
proposent que les pré-ARNr établissent
des ponts entre les structures formées
par Kié7 et favorisent ainsi la coales-
cence de ces structures et leur sépara-
tion de phase d’avec le cytoplasme [7]
(Figure 1B). Ils suggérent également que
le domaine CP de Kié7 recrute les pré-
ARNr & la périphérie chromosomique [7].
Cependant, ces derniers interagissent
probablement avec d’autres domaines de
Ki67 et avec des protéines nucléolaires
présentes a la périphérie chromoso-
mique [5-8]. €n résumé, le regroupe-
ment des chromosomes a la fin de la
mitose semble résulter de la coconden-
sation de deux molécules qui tapissent
leur surface : Ki67 et les pré-ARNr. De
nombreux compartiments dépourvus de
membrane limitante sont des phases
liquides séparées du cytoplasme par
cocondensation de protéines et d’ARN [7,
9, 10]. Juste avant la reformation de
I’enveloppe nucléaire, ce mécanisme
permettrait donc aussi la formation d’un
« protonoyau », constitué des chromo-
somes regroupés et débarrassés de gros
composants cytoplasmiques.

Les résultats de ces travaux de recherche
montrent par quels mécanismes la
méme protéine permet de disperser, puis
de regrouper les chromosomes mito-
tiques [1-3, 7]. Ils suggérent que Ki67
est impliquée dans une séparation de
phases liquide-liquide, ce qui conforte

T Les pré-ARNr sont issus de clivages du transcrit primaire
47S, synthétisé et maturé dans le nucléole [8]. Lors de la
mitose, une fraction majoritaire des pré-ARNr 455, 32S et 30S
est associée aux chromosomes, alors que la majorité des ARNr
matures 28S, 18S et 5,85 est au contraire localisée dans le
cytoplasme ou le nucléoplasme. Des petits ARN nucléolaires
(snoRNA) sont également détectés a la périphérie chromo-
somique, mais pas les ARNm, ni au moins un ARN long non
codant [7, 8].



une hypothese formulée a partir de ses
caractéristiques structurales et étaye
celle d’un réle analogue dans d’autres
compartiments dépourvus de mem-
brane® [5-7]. Ils soulévent aussi de nou-
velles questions. Puisque les pré-ARNr
sont présents a la surface des chro-
mosomes mitotiques des la prométa-
phase [7, 8], ont-ils [8] ou non [7] un
role dans la dispersion des chromo-
somes en début de mitose ? Le fait que
Ki67 soit requise, directement ou non,
pour le recrutement de la plupart, sinon
toutes les protéines de la périphérie
chromosomique [3, 5-8] laisse ouverte
la question de leur role individuel dans
le regroupement des chromosomes’. Par
ailleurs, d’autres résultats expérimen-
taux nuancent le lien entre déphospho-
rylation de Kié7 et fonction agrégative :
une forme mutante de Ki67 incapable
de recruter la phosphoprotéine phos-
phatase PPl n’est pas déphosphorylée
normalement en fin de mitose [11], mais
conserve néanmoins une certaine capa-
cité de regrouper les chromosomes [4,
7]. De plus, Ieffet de la phosphoryla-
tion de Kié7 sur sa tendance a former
une phase séparée reste débattu [7, 12,
13]. €nfin, le modéle initial était que
la dispersion des chromosomes repose
sur la richesse de la protéine Ki67 en
résidus chargés positivement [1-3]. Or il
s’avere que la fonction dispersive de Ki67
implique sa forme phosphorylée, chargée

8 0n parle maintenant de condensats biomoléculaires, ce qui
permet de regrouper de nombreux compartiments dépour-
vus de membrane sur la base de mécanismes de formation
communs, et non plus sur une base morphologique issue de
descriptions variables (corps, points, organites, etc) [9, 13].
7 Le rble clé de Ki67 pour la dispersion des chromosomes a
été montré en testant individuellement, par déplétion, de
nombreuses protéines de la périphérie chromosomique [1-3].
Cette démarche expérimentale n’a pas été réalisée pour le
regroupement des chromosomes [4].
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négativement en dehors du domaine CP,
ce qui semble plus cohérent avec son éti-
rement perpendiculairement a la surface
des chromosomes [2, 7]. Comment expli-
quer alors qu’un procédé expérimental
destiné a accroitre la charge positive
des chromosomes, la surexpression de
I’histone H2B, restaure en partie la dis-
persion des chromosomes (mais pas leur
regroupement) dans des cellules privées
de Ki67 [1, 4] ? Notons d’abord que cet
effet n'est constaté qu’en cas de trés
forte surexpression de cette histone [1],
ce qui pourrait certes apporter de nom-
breuses charges positives, mais pour-
rait aussi avoir d’autres effets sur les
chromosomes. D’ailleurs, il convient de
mentionner qu’'un court traitement par
un inhibiteur d’histone-désacétylases
est également capable de « remplacer »
Ki67 pour la dispersion des chromosomes
en début de mitose [4]. Ce traitement,
utilisé par les auteurs pour son effet
attendu sur la charge électrique des
chromosomes!'® [4], peut induire de
nombreux changements de structure et
de composition de la chromatine [14] et
empécher la condensation normale des
chromosomes mitotiques [15]. Il semble
donc qu’en I’absence de Kié7, et par
conséquent d’une grande part de la péri-
phérie chromosomique, la dispersion des
chromosomes en début de mitose puisse
étre parfois artificiellement obtenue par
une pertubation globale de la charge ou
de I'organisation des chromosomes. ¢

10 Pinhibition d’histone-désacétylases favorise ’acétylation
du groupement amine de la chaine latérale de résidus lysine,
et ainsi la neutralisation de charges positives, dans les
histones et d’autres protéines [14].
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