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Réponse coordonnée des voies

de surveillance de l’intégrité

du génome au stress réplicatif
chez Schizosaccharomyces pombe

Stefania Francesconi

L'intégrité du génome des organismes
vivants est constamment menacée par
différents facteurs extrinséques ou
intrinseques aux cellules. Pour faire face
a cette constante menace, des systémes
de surveillance (checkpoints) contrdlent
I’accomplissement de la réplication de
I’ADN et la présence de Iésions sur celui-
ci. U'activation de ces voies aboutit a
I’arrét du cycle cellulaire en liaison avec
I’induction de la réparation de I’ADN,
I’inhibition de la réplication et I'activa-
tion des systémes de récupération [1,
2]. €n outre, le systéme de surveillance
du fuseau mitotique assure a chaque
cycle cellulaire la ségrégation correcte
des chromatides sceurs dans les cellules
filles [3]. Il faut souligner que les voies
de surveillance de Iintégrité du génome
sont conservées des levures a I’lhomme.

Les cassures double-brin (CDB) de I’ADN
sont parmi les Iésions les plus dangereu-
ses pour I'intégrité du génome. Elles peu-
vent se former spontanément au cours de
la réplication de I’ADN ou étre induites
par des agents physiques comme les
radiations ionisantes (RI), ou chimiques
comme la camptothécine (CPT), un inhi-
biteur de la topo-isomérase | (Top ). Au
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cours de la réplication de I’ADN, I’inhibi-
tion de la Top | provoque I’effondrement
des fourches de réplication et, par con-
séquent, la formation de CDB [4]. Chez
la levure Schizosaccharomyces pombe et
chez les vertébrés, I'exposition des cellu-
les aux Rl ou a la CPT induit I"activation
de la kinase Chk1 (checkpoint 1), un des
effecteurs de la voie de surveillance de
la réparation de I’ADN.

ChezS. pombe, 'activation de Chkl dépend
de sa phosphorylation au niveau de la
sérine 345 par la kinase Rad3, homologue
de la kinase ATR (ataxia telangiectasia
and rad3 related) des vertébrés. activa-
tion de Chkl par Rad3 conduit @ un arrét
du cycle cellulaire en phase G2, et donc a
un retard d’entrée en mitose [5]. Le pas-
sage en mitose sera déclenché lorsque les
|ésions sur ’ADN sont réparées.

Pour que Rad3 puisse phosphoryler
Chkl, la présence de la protéine Crb2
est nécessaire [6, 7]. Crb2 est une pro-
téine contenant, dans sa partie car-
boxyterminale, un domaine Tudor et
deux domaines BRCT (BRCAI C-termi-
nus). Cette partie de la protéine est
fortement homologue a la protéine de
contréle Rad9 de S. cerevisiae et a la

9. Rui L, Vinuesa CG, Blasioli J, Goodnow
CC. Resistance to CpG DNA-induced autoimmunity
through tolerogenic B cell antigen receptor
€RK signaling. Nat Immunol 2003 ;
4:594-600.

10. Roosnek €, Lanzavecchia, A. Efficient and selective
presentation of antigen-antibody complexes by
rheumatoid factor B cells. J éxp Med 1991 ;

173 : 487-9.
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protéine suppresseur de tumeur 53BP1
(p53 binding protein 1) humaine [8].
€n fait, nous pouvons considérer la
protéine Crb2 comme "homologue fonc-
tionnel de la 53BP1 : les deux protéines
sont requises pour I"activation du sys-
téme de surveillance de la réparation
de I’ADN en réponse aux CDB, et elles
sont recrutées au niveau des |ésions de
I’ADN en fonction des modifications de
la chromatine.

alléle mutant crb2PH (mutations dans
la proline 629 et I’histidine 632) code une
protéine dont les domaines BRCT ne sont
pas fonctionnels. Nous avons montré, ainsi
que d’autres équipes, que ces domaines
sont indispensables a I"activation de Chkl
par Rad3, et donc a I'activation du sys-
teme de surveillance de la réparation de
I’ADN. €n effet, les cellules crb2PH sont
sensibles a différents agents génotoxi-
ques (Rl par exemple), car elles sont inca-
pables d’activer Chkl et, par conséquent,
elles sont inaptes a bloquer I'entrée en
mitose lorsque I’ADN est endommagé.
Nous avons observé que, contrairement
aux cellules qui ne possédent pas le géne
crb2, les cellules qui expriment Iallele
mutant crb2PH restent résistantes a des
génotoxiques qui interferent avec la répli-
cation de I’ADN, notamment a la CPT.
Puisque les cellules crb2PH ne peuvent
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pas promouvoir I'activation de Chkl Rad3
dépendante, la résistance a la CPT n’est
pas le résultat de I'activation du point
de contrdle qui retarde I"entrée en mitose
des cellules dont I’ADN contient des CDB.
Il fallait donc rechercher I’origine de cette
résistance.

Nous avons caractérisé la résistance a
la CPT des cellules crb2PH. Nous avons
démontré que celle-ci dépend de la
présence de la protéine Chkl, mais pas
de son activation par la kinase Rad3. €n
effet, un alléle qui exprime une protéine
Chkl mutée au niveau de la sérine 345
(chk1S345A) est aussi résistant & la CPT
que les cellules crb2PH, bien que la voie
de surveillance de I’entrée en mitose
ne soit pas fonctionnelle. De plus, la
résistance a la CPT des cellules crb2PH
et chk1S345A est liée a la présence de
la protéine Mad2 qui intervient dans la
voie de contrdle du fuseau mitotique.
Cette autre voie empéche les cellules
qui se trouvent en métaphase de passer

en anaphase dans le cas ol les chro-
mosomes dupliqués ne sont pas correc-
tement attachés au fuseau mitotique.
Des que les microtubules ont amarré
convenablement tous les chromosomes,
le controle s’éteint et la mitose se pour-
suit jusqu’a son terme. C’est de cette
maniére que la répartition correcte
des chromosomes est assurée dans les
cellules filles. Nous avons démontré
que Crb2, Chkl et Mad?2 agissent dans
la méme voie qui permet aux cellules
mutées au point de controle de I’entrée
en mitose de survivre a la présence de
(DB engendrés au cours de la réplica-
tion de I’ADN.

Grace a 'utilisation d’une protéine fluo-
rescente qui se localise dans les corps
basaux de la cellule, nous avons suivi
la progression de la mitose dans les
cellules crb2PH exposées a la CPT. Nous
avons ainsi pu observer que le traitement
par la CPT des cellules crb2PH provoque
un retard de sortie de la mitose. Autre-
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Figure 1. Etabissement du taux de perte du minichromosome 16 (Ch16) dans les différentes

souches. Les cellules crb2PH traitées ou non par la CPT ont un taux similaire a celui des cellules

sauvages lorsque la protéine Mad? est présente, alors que le double mutant crb2PH contenant la

délétion de mad?2 (crb2PH Amad?) a un taux de perte du minichromosome similaire a celui de la

souche qui porte la délétion de crb2 (Acrb?2).
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ment dit, les cellules doublent le temps
qu’elles passent en métaphase. Cela est
vrai aussi pour les cellules chkIS345A
traitées a la CPT. Ce retard de sortie de
la mitose dépend de la présence des
protéines Chkl et Mad?2, alors qu’il ne
dépend pas de la phosphorylation de
Chkl par Rad3.

La voie Crb2/Chkl est donc capable de
maintenir la voie de surveillance du
fuseau mitotique activé, pour un temps
plus long lorsque les cellules entrent
en mitose avec des CDB engendrés par
un stress réplicatif. Cette fonction est
nécessaire et suffisante a la survie cel-
lulaire, et surtout au maintien de I’in-
tégrité du génome des cellules mutées
dans le systéme de surveillance d’entrée
en mitose activé par des [ésions de I’ADN.
€n effet, les cellules crb2PH traitées par
la CPT ont une stabilité chromosomique
similaire a celle des cellules sauvages,
et cette stabilité nécessite la protéine
Mad? (Figure 1).

Ces observations permettent de propo-
ser un modele (Figure 2) selon lequel la
voie Crb2/Chkl agirait sur deux étapes
du cycle cellulaire lorsque les cellules
ont subi un stress réplicatif : I’entrée
en mitose et la sortie de la mitose. La
premiére étape est assurée par I'acti-
vation de Chkl Rad3 dépendante grace
a la présence des domaines BRCT de la
protéine Crb2. La deuxieme étape est
assurée par la partie aminoterminale de
Crb2 qui, via Chkl, agit sur le systeme
de surveillance du fuseau mitotique.
Les événements moléculaires de cette
deuxiéme étape restent encore a déter-
miner.

Comme chez S. pombe, les cellules
humaines activent la kinase Chkl en
réponse au traitement par la CPT.
Comprendre la réponse cellulaire
a cette molécule est d’autant plus
important qu’elle est couramment uti-
lisée en chimiothérapie. Les cellules
tumorales sont souvent mutées dans
les systéemes de surveillance, et elles
sont donc tres vulnérables aux agents
qui endommagent I’ADN. Cependant, il
existe des cancers résistant a la CPT.



Des mécanismes multiples et diffé-
rents peuvent expliquer cette résis-
tance, de I'insuffisante accumulation
de la drogue a des modifications de la

réponse cellulaire a I’inhibition de la
Top I. Notre travail suggere la possi-
bilité que des cellules déficientes au
point de contrdle d’entrée en mitose

puissent survivre a la CPT grdce a un
allongement du temps d’activation
du systeme de surveillance du fuseau
mitotique. ¢
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Figure 2. Séparation des fonctions de la voie de surveillance aboutissant a la kinase Chk1 gréce a

Palléle erb2PH. Lorsque des cellules subissent un stress réplicatif, cette voie bloque 'entrée en

mitose des cellules par activation de Rad3 dépendante de Chkl

la protéine Crb2 sont essentiels. En méme temps, la voie bloque

surlavoie de surveillance du fuseau mitotique. Pour cela, la partie aminoterminale de la protéine

Crb2 est nécessaire. Cette deuxiéme fonction assure le maintien

lules qui entrent en mitose avec des CDB engendrées au cours de la réplication de I’ADN.
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